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Abstract of EP0293567 
The subject matter of the invention concerns 
biologically active proteins, DNA molecules which 
code for them, process for manufacturing them, 
and the application of said proteins. 
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0 Vascular-antlkoagutlerende Protelne, DNA die diese kodieren, Verfahren zu deren Herstellung 
^ sowie deren Verwendung. 
CM 

0@ Gegenstand der vorltegenden Erfindung sind bioiogisch aktive Proteine, dur fUr diese kodlerenden DNA- 

£^Molekaie. Verfahren zu deren Herstellung sowie deren Venwendung. 

Ul 
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Vascular-anttkoagulferende Proteine, DNA die diese kodleren, Verfahren zu deren Hersteilung sowfe 

deran Verwendung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind biologisch aktive Proteine, die fOr diese kodierenden DNA- 
MolekQIe, Verfahren zu deren Hersteilung sowie deren Venwendung. 

In den moisten Saugetieren existieren Proteine. die blutgerinnungshemmende Bgenschaften aufweisen. 
Diese Proteine konnen in drei Gruppen eingeteilt werden» wobei die Enteiiung auf den unterscliiediichen 
5 Wirkmechanismen beruht. 

1. Proteine. die mit dem Gerinnungsfaktor einen Kbmpfex biiden und dadurcli den Gerinnungsfaktor 
unwirksam machen. Dazu gehoren die Proteine: 

a) Antitiirombin-lll fn)romb.Res,5. 439-452 (1974)) 

b) at -Protease Inhibitor (Ann. Rev. Biochem. 52. 655-709 (1983)) 
10 c) a2-Makroglobulin (Ann. Rev. Biochem.. 52. 655-709 (1983)) 

d) Ci -Inhibitor (Biochemistry 20. 2738-2743 (1981)) 

e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258, 10439-10444, (1983)). 

2. Proteine, die einen Gerinnungsfaktor proteolytisch zerschnelden und dadurch den Gerinnungsfak- 
tor desaktivieren. Als einziges Protein dieser Art ist bisher Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 355* 

75 363.(1976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipide abschinmen und/oder hydrollsieren, so da^ die 
Phospholipid-abhMngigen Reakllonen des Blutgerinnungsmechanismus gehemmt werden. Bisher sind nur 
Phosphollpasen. die aus verschledenen Schlangengiftsorten isoliert wurden, beschrieben worden (Eur. J. 
Biochem. 112, 25-32 (1 980)). 

20 Das stufenweise abiaufende Gerinnungssystem ist in den letzten Jahren intenslv untersucht worden. £s 
wird als ein sich verstarkendes Mehrstufensystem verschiedener mitelnander verbundener. protolytischer 
Reaktionen verstanden. bei dem ein Enzym ein Zymogen In die aktive Form umsetzt (vgl. Jackson G.M., 
Nemerson Y., Ann. Rev. Biochem. 4§. 765-811 (1980)). Die Geschwindigkeit dieser Iteaktion wird fn ent- 
scheldender Weise durch die Anwesenheit von Phospholipiden und anderer Kofaktoren wie Faktor Va und 

25 Faktor Villa vergrofiert. In vivo werden die Prokoagulationsreaktionen durch verschiedene Inhibitationsme- 
chanismen geregelt die einem exploslv thrombotlschen Trauma nach einer geringen Aktlvierung der 
Gerinnungskaskade vorbeugen. 

Die Antigerinnungsmechanlsmen kSnnen wie fblgt eingeteilt werden (Rosenberg, R.D., Rosenberg, J.S., 
J. Clin. Invest. 74. 1 -6 (1984)): 

30 1. Der Serin-Protease-Faktor Xg und Thrombin werden infolge ihrer Bindung an Antithrombin Hi bzw. 

an den Antithrombln/Heparin-Komplex inaktiviert Sowohl die Prothrombin-Aktivierung als auch die Bildung 
von Rbrin kann auf diese Weise gehemmt werden. Neben Antl-thrombin 111 gibt ee noch verschiedene 
andere Plasma-Protease-lnhlbitoren wie belspielsweise aa-iy/lakroglobulin und Antitrypsin, deren WIrkung 
zeltabh§ngig ist. 

35 2. Die Entdeckung des Protein C's fQhrte zur Aufdeckung eines weiteren Antigerinnungsmechanis- 

mus. Ist das Protein C einmal aktiviert worden. wirkt es durch die selektive Proteoiyse der Prot^nkofaktoren 
Faktor Va und Villa, durch die die Prothrombinase und das Enzym. das den Faktor X umsetzt inaktiviert 
werden. als Antikoagulanz. 

3. Plasmin spaltet monomeres Rbrin 1. ein Produkt der Bnwiritung von Thrombin auf Rbrinogen, 

40 wodurch der Biidung eines unlostichen Rbrins vorgebeugt wird (Nosssel, H.L. Nature, 29^. 165-167 (1981)- 
). 

Von den oben genannten, in den Gerinnungsprozefl eingrelfenden korpereigenen Proteinen ist 2.Zt. nur 
das Antithrombin ill In klinischem Bnsatz. Als erheblicher Nachteil hat sich jedoch die bei der Anwendung 
dieses Proteins auftretende Erhdhung der Blutungsneigung herausgestelit. 
45 Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel. ob korpereigener oder synthetischer Natur machen 
in Irgendeiner Weise die Gerinnungsfoktoren unwirksam und fQhren dadurch zu Nebenwiri(ungen, die sich 
nachteitig auf den GerinnungsprozeB auswirken konnen. 

Uberraschenderweise konnten nun neben diesen Proteinen weitere korpereigene Stoffe isoliert werden, 
die zwar die gewOnschten blutgerinnungshemmenden Bgenschaften unter besonderen Bedingungen zei- 
50 gen, hierbel aber die Blutungsgefahr nicht erhohen. Bei groBeren Bkitungen veriieren diese Proteine ihre 
blutgerinnungshemmenden Bgenschaften und st(Sren dadurch bei deren Verwendung nicht die in solchen 
Fallen uberlebensnotwendigen Gerinnungsprozesse. Da sie erstmals isoliert wurden aus stark vaskularisler- 
tem Gewebe, wurden sie "vascular anticoagulating proteins", VAC genannt. 

Die aus stark vaskularisierten Geweben wie Nabelschnurge^iSen und Placenta isoiierten Proteine 
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weisen Molekulargewichte von ca. 70x103. ca 60x10^, ca. 34x10^ und ca. 32x10^ auf. von denan die 
Substanzen mit den Molekulargewfchten 34 respektive 32x10^ aus etner einzigen Potypeptidkette bestehen. 
Die genaue biochemische Charakterisierung dieser Proteine. sowie deren Isolierung und Reinigung findet 
sich in der EP-A-0 181 465 vom 21. Mai 1986. 
5 Proteine mit VAC AktivititSt stellen natUrliche Blutgerinnungshemmstoffe dar. die bei der Blutgerin* 
nungskaskade an zwei Stellen eingreifen. 

Das erste Mai inhibieren sie bei der durch die Faktoren IXa und Villa katalyslerten Aktlvierung des 
Faktors X zu Xa, das zweite Mai unterblnden sie die Spaltung von Prothrombin zu Thrombin, die durch die 
Faktoren Xa und Va vermittel wird. Beiden Aktivierungsschritten ist gemeinsam. da0 sie Kalzium-lonen und 
10 Phospholipide bendtigen. Offenbar kdnnen VAC-Proteine ebenfalls mit Phospholipiden in Wechselwiricung 
treten, und durch diese Bindung die Aktivienjngsschritte der Gerinnungsfaktoren blockieren. 

ihre Bgenschaften machen die Proteine zu interessanten, pharmakologisch Su0erst wertvollen Wirkstof* 
fen. Um sie jedoch in ausreichenden Mengen in hochreiner Form zur VerfUgung zu haben Ist deren 
Herstellung auf anderen als proteinrelnigendem Weg aus natOrlichem Gewebe erforderlich. Hierzu bietet 
75 sich die gentechnische Methode an. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher. Proteine mit VAC-AktivitMt gentechnisch herzustellen. 

Gelost wurde diese Aufgabe dadurch, daB die AminosHuresequenz von Teilen der aus stark vaskularl- 
siertem Gewebe isolierten und hochgerelnigten Proteine mit VAC-Aktivit3t (EPA 0 181 465) au^ektSrt 
wurde. anhand dieser Sequenzen synthetische ONA-Sonden hergestellt wurden und hiermit geeignete 
20 sDNA-Blbliotheken durchsucht wurden. Nach Isolierung von mit den Sonden hybridisierender cDNA, deren 
Sequenzbestimmung sowie entsprechender Manipulation wurden diese cDNA In geeigneten WIrtssystemen 
beispielsweise in Bakterten, Hefen Oder SMugetierzeilen zur Expression gebracht 

Enes von den gereinigten Protelnen wurde enzymatisch mit Trypsin gespalten. Die entstandenen 
Peptide wurden aufgetrennt und ausgewahlte Fragmente sequenziert Die Sequenz des N-Terminus 
25 widersetzte sich jedoch einer direkten Analyse, da die erste Aminosdure offensichtlich blockiert ist. 

Die Sequenzinformationen sind in Rg. 0.1 aufgefUhrt 

Zur Herstellung einer geeigneten DNA-Sonde sind prinziplell drei Wege mdglich. Ist ein lingerer Ab- 
'schnltt des Proteins, etwa 30 Oder mehr AminosMuren lang, bekannt, besteht die M5gllchkeit unter 
Beachtung der bevorzugt verwendeten Codons bei Siugem eine wahrscheinlichste Sequenz fOr den 

30 konrespondierenden mRNA At)schnitt zu erstellen. Ene solche Sonde ist im schlechtesten Fall etwa 66% 
homolog zur tatsachlichen Sequenz. Dies ist auch der Qrund, weshalb die Sonde relativ lang sein mQ&te, 
um unter nicht stringenten Bedingungen hybridlsieren zu kdnnen. 

Die zweite MSglichkeit besteht darin. fOr einen kurzen Peptidabschnitt. ca. sechs bis sieben AminosSu- 
ten lang, alle erdenklichen Variationen an Ollgonukleotiden zu synthetisieren. Warden solch komplexe Mi- 

35 schungen beim Durchsuchen von cDNA-Bibiiotheken verwendeti k5nnen relativ viel "faisch" positiv reagle* 
rende Kk^ne isoliert werden. Au0erdem kann das Hybridisierungssignal sehr schwach ausfallen. da das 
perfekt passende Einzeloligonukleotid nur einen geringen Antell an der Gesamtmischung ausmacht 

Der dritte Weg umgeht zwar nicht Variabilit^t einer Oiigonukleotidsonde, sorgt aber durch die Waht 
eines speziellen Nukleosidtriphosphats (ITP) dafOr, daB an die gesuchte (oder auch "falsche**) cDMA alle 

40 MoiekUle der Sonde binden konnen. So wurden zu dem Tryptischen Peptid [P30/1] passende 23 Basen 
tange Oligonukleotide unter Verwendung von Inoslntrtphosphat synthetisiert. 

Wie bereits erwahnt. kdnnen VAC-Protelne aus stark vaskularisiertem Gewebe isoliert werden. Gewebe 
der Wahl sind Nabelschnurgefafie oder Placenta. Daher und da bekannt ist. daB in der Placenta im 
Gegensatz zu anderen Spezial-Geweben fast alle Gene exprlmiert werden. wurden die oben erw^hnten 

45 DIMA-Sonden verwendet. um eine placentaie cDNA-Bibliothek die aus placentalen Gewebe in an sich 
bekannter Weise hergestellt worden war nach cDNA-Molektiten, die fOr VAC-Proteine kodieren, zu durchsu- 
chen. 

Zum Durchsuchen der cDNA-Bibliothek nach fUr VAC-protein kodierender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides PI 6/11 zwei und des Staph A Peptides P20/I/6 ein Oilgonukleotid 

50 synthetisiert (Rg.1). Diese Oligonukleotide Stellen jeweils erne Mischung ailer Varianten dar, die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA berOcksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenl9nge 
von 20 Nukleotiden 512 Variationen auf und paflt zu dem Staph-A Peptid P20/I/6. Um die Variation bei dem 
Oilgonukleotid fUr das tryptische Peptid PI 6/11 niedriger zu halten. wurden zwei Oligonukleotide (20-mere) 
synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen. EBI-388: 64 Variationen. 

55 Welters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/1 passend zwei Oligonukleotide unter Verwendung 
von Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positlonen synthetisiert {Fig.2): EBl-118 und EBI-119, Diese 
Substitution wurde von E. Ohtsuka et al.. J. Biol. Chem. 260/5 (1985), pp.2605-2608, sowie Y. Takahashi et 
at., Proc. Nat Acad. Sd. (1985) pp.1931-1935, beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stort jedoch 
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kaum die Ausbiidung der Doppei-heiix. wenn andere Nukleotide ais Partner angeboten werden. 

Nachdem jedes d'reser Oligonukieotide in bekannter Weise radioaktiv markiert worden war. wurden 
AbzOge von Phagen-Platten hiennit nach bekannten Verfahren hybridisiert 

Aus der Hybridisiemng mit EBI-386, -387 und -388 resultierten die Phagen Lambda-P11/3» Lambda- 
5 P6/5, Lambda-P8/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 resultierte in den Phagen Lambda-Nr15. 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

Die aus den Phagen isoiierten DMAs wurden mtt EcoRl geschnitten und die entstehenden Fragmente 
isolrert Die cDNA Inserts der Klone LambdarP11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Graven von etwa 
1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanalyse zeigte, dafl alle drei Klone von ein und derselben mRNA abgeleltet 
70 waren. Das 5'Ende der mRNA fehlte jedoch in den cDNAs. Die inserts der Phagen Lambda-Nrl5. Lambda- 
Nr19 und Lambda*Nr22 hatten Ungen von ca 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse liefi eine 
annahemd vollst^ndige cDNA vermuten. 

Die cONAs der faeiden Phagengruppen Lambda-Pi 1/3. Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 sowie Lambda- 
Nr15. Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 sind von zwei verschledenen mRNAs abgeleitet, wie die Sequenza- 
15 nalyse ergab. Die EcoRt Inserts der drei Klone Lambda-P11/3. Lambdd-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden 
isollerf und in den EcoRhgeschnittenen Bluescribe l\A13^ Vektor ligiert (Vector Qoning Systems. 3770 
Tansy Street San Diego. CA 92121, USA). Die resuttierenden Klone wurden pP6/5. pP6^ und pP11/3 
genannt 

Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Nr15. I^mbda-Nr19 und I.ambda-Nr22 wurden isotiert und in 
20 den EcoRl-geschnittenen Bluescribe Ml 3^ Vektor (Igiert Die resultierenden Klone wurden pRH201. pRH202 
und pRH203 genannt 

Um weitere cDNA Klone zu erhaiten, wurde die humane, plazentale Lambda-gtIO Bibllothek nochmals 
durchsucht diesmal mitdem radioaktiv markierten EcoRI-lnsert des pP11/3 als Sonde. 

Insgesamt wurden 69 positiv reagierende Ktone erhalten (l^mbda-VACI bis Lambda-VAC69). 

25 12 dieser Klone wurden im kleinen Mai3stab wie oben beschrieben pripariert. die cDN A Inserts mit Eco 
Rl freigesetzt und isoliert Dabei zeigte sich. da0 das Insert des Klons l^bda-VACtO den gesamten fQr 
VAC Protein kodierenden Leserahmen enthilt Zur Charakterisierung der fQr VAC-alfa und VAC-beta 
kodierenden cDNAs wurden ein Northembldt-Experiment Sequenzanalysen und eine genomische 
Southemblot-Anaiyse durchgefOhrt 

QO Das Ergebnis 1st In Rg.3 abgebildet Die cONA des Klons pP1 1/3 hybridisiert an eine mRNA der Qrdfie 
von etwa 1700 Basen ("VAC-alpha"), die cDNA des KTons pRH 203 an eine mRNA der Qrafle von etwa 
2200 Basen ("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitgitsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gleich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben USsung Banden gleicher 

35 Intensitat mit belden cDN/Vs ergab (siehe unten). ist zu schliefien, dafi die kQrzere mRNA ("VAC*alfa") in 
grdfieren Mengen als die langere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist 

Zur Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA wurden die cDNA Klone pP6/5. pP6/6 und pP11/3 total, sowie 
die der Klone Lambda-VAC1 bis «-12 partieli sequenziert Das Resultat ist in Rg. 4 abgebildet Es wurden 
insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die cDNA weiist einen iangen. offenen Leserahmen auf, der fQr 320 

40 AminosMuren kodieren kann. Wird die ONA Sequenz in eine Aminosauresequenz Qbersetzt so kdnnen atte 
sequenzierten Peptide der tryptischen Fragmente in dieser Sequenz untergebracht werden (Rg.5). Es 
handelt sich daher bei dieser cDNA un jene, deren kon^espondlerende mRNA fQr VAC-protein kodlert. Da 
die Sequenzen der zweiten isoiierten cDNA fQr ein ahnltches. aber von VAC verschiedenes Protein kodlert 
wird hier der Name VAC-alfo eingefQhrt. 

45 Dem ersten ATG*Codon (Basen 35-37) geht im selben Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 
30 bis 38 erfOllen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 308 (1984), pp. 241-246). die die 
Konsensussequenz in der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(/\/G)CCAUGG angibt. die entspre- 
chende Sequenz hier lautet TCGCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen lang. 15 Basen vor 
Beginn des pofy-A /\bschnitts befindet sich die Poiyadenylierungssequenz AATAAA (N.J.Proudfoot et at. 

so Nature 263 (1976), pp. 211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fOr den Poly-A Abschnitt 
der mRNA gerechnet betragt die Gesamtlange der mRNA auf Gmnd der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein h5herer Wert bestimmt wurde, ist die 5'nichttranslatierte Region in 
keiner cDNA komplett enthalten. 

Die cDNA des Klons pP6/5 weist Im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 

55 A auf. Dadurch wQrde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAC andem und fQr Asp ansteile 
von GIu kodieren. Die^ /UDweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein feisches Nukleotid ein. b) es handelt sich um die Transkripte zweier alleler. an dteser Stelle ver- 
schiedener Gene oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 
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Oer lange, offene Leserahmen kodiert fUr ein Protein mit 320 AmtnosSuren. von dem das MeM wahr* 
scheinlich abgespalten. und das folgende Alanin an der Aminogruppe. mdglicherweisa durch Acyiierung, 
bloddert wird. Das errechnete Molekulargewicht betrSgt 35.896 D und ist hdher als der Wert nach SDS- 
PAGE. Alierdings ist der Anteil geladener Aminosduren (Asp. Glu. Lys, Arg. His) mit 30,6 % (98/320) 

5 Qberdurchschnittllch hoch verglichen mit dem durclischnittlichen Wert von 25,1 %. Dies wOrde das 
verSnderte Wanderungsverhalten des Proteins bei der SDS-PAGE erklMren. Innertialb der stark geladenen 
Aminosauren Ubenviegen die sauren AminosSuren (Asp und Giu) mit 54 gegenUber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklart den sauren. isolektrlschen Punkt des VAC-affa Proteins (pi =4,4 bis 4,8) VAC-alfa 
enthait nur ein fUr Cystein codierendes Tripiett (AminosMure-Position 316): eine typische N-Qlykosylierungs* 

10 stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht vorhanden. 

Ene Strukturanalyse der Aminosauresequenz (modifiziert nachi Pustell. J et al.. Nucleic Acids Res. 10 
(1982) pp 4765-4782) ergibt etne vierfache Wiederhoiung einer 67 Aminosaure langen Sequenz (Fig.6), im 
foigenden "Repeats" genannt Innerhalb dieser Sequenz sind 7 AmtnosMuren (10,4 %) in alien vier Repeats 
konserviert, 15 AminosSuren (22.4 %) kommen in drel von vier Repeats vor. an 28 Positionen (41,8 %) 

75 enthaiten jeweils zwei Repeats dieseibe AminosMure. 

En Vergleich mit publizierten Uteraturdaten (M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986). pp. 99-103. 
M.J.Geisow et al.. TIBS 11 (1986). pp. 420-423) ergab Qben'aschendenvetse. daa VAC-alfa damit zu einer 
grofleren Gruppe Ca*"^ abhMngiger Phosphollpidbindungsproteine gehdrt. Es wird eine Koinsensussequenz 
beschrieben (Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-lfe-fil-lle-Leu-Ala-fob-Arg; fob = hydrophob. 

20 fil^hydrophil. var^variabei). die an der 03^"* Bindung beteiligt sein k5nnte (M.J.Geisow et al.. Nature 320 
(1986). pp. 636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 AminosSure langen 
Subsequenzen der erfindungsgemifien Proteine (Fig.6). 

Auffailig ist auch der 8 Aminosiuren lange Abschnitt am Ende jeder Repeat der fast ausschfiefillch aus 
hydrophoben AmInosSuren besteht ("oooooo" in Rg.6). 

25 Die Sequenzanalyse der Klone Nr15. Nr19 und Nr22 ergabfOr die VAC*beta cDNA 1940 bp. die in einen 
poly-A Abschnitt Obergeht (Rg.7). 16 Basen vor dem poly-A Abschnitt findet sicli das Polyadenylierungssi- 
gnal AATAAA. Alierdings kommt diese Konsensussequenz bereits an der Nukleotidpositton 1704-1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nicht als Polyadenyiierungssignal verwendet wfrd, ist unbekannt Die zusStzilch 
erforderllche Sequenz an der 3'Seite der AATAAA Sequenz. YGTGTTYY (Gill A. et al., Nature 312 (1984). 

30 pp. 473-474) kommt erst relativ weit entfemt vor (TGTGTTAT, Position 1735-1742); mdgllch. dafi dies die 
ErklSning fOr ein Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darstellt 

Die cDNA enthSIt einen langen, offenen Leserahmen, der vom Beginn der cDNA bis Position 1087 
reicht. Er wOrde ein Kodierungspotential fUr 362 AminosSuren beinhalten. Aus AnalogiegrQnden zu VAC-alfa 
und aufgrund der Tatsache. daO auch ein 34.000 D Protein bei der Reinigung von VAC anf^llt (slehe EPJV. 

36 181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 107-t09) als Transtationsstart angenommen. Die 
Kozakregel ist hier nicht so gut erfOIlt wie bei VAC-alfa (AAGAGATGG auf Position 102-110). Das 
resuitlerende Protein (VAC-beta) ist 327 AminosMuren lang. Es besitzt 4 Cysteinreste (AminosMureposition 
161. 206, 250 und 293) und eine potentielie N-Glykosylierungsstelle (Asn-Lys-Ser. AminosMureposition 225^ 
227). Das errechnete Molekulargewicht betrSgt 36.837 (Rg.9). Auch in VAC-tiets gibt es Qberdurch- 

40 schnittlich viele geiadene Reste: 97/327 (29,6%), wobel die sauren Aminosauren (Asp-^-Glu: 49) Qber die 
basischen (Lys + Arg 42) Qberwiegen; eine ErklSrung fOr das nach SDS-PAGE ermittelte niedrigere Moleku- 
largewicht. 

Auch VAC-beta zeigt eine inteme Wiederhoiung einer 67 Aminosauren langen Sequenz Rg.8). Inner- 
halb dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10.4 %) In alien vier Repeats konserviert. 17 Aminosauren (25,4 

45 %) kommen in drei von vier Repeats vor. an 25 Positionen (37,7 %) enthaiten jeweils zwei Repeats dieseibe 
AminosMure. Auch VAC-beta zeigt gute Obereinstimmung mit der 17 Aminosauren langen Konsenusse- 
quenz. Die Ausfuhrungen zum VAC-alfa gelten analog fOr VAC-beta. Durch gezielte Mutationen in diesem 
Bereich konnte versucht werden, die biologische AktivitMt der Proteine zu verMndem. ErfindungsgemMfien 
Mutationen sehen beispielsweise den voilstMndigen Oder teiiweisen Ersatz der fOr die 17 AminosMuren der 

so konservierten Region kodierenden Bereiche vor. 

Bei dem Vergleich der Proteine stellt man test, da0 der auf^lligste Unterschied zwischen den Proteinen 
bei den N-terminalen Peptlden vorllegt. Erfindungsgema^e Modlfikationen sehen d'aher den gegenseitigen 
Austausch dieser N-terminaien Peptide vor. Merstellen lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch, 6aB 
die fOr diese N-terminalen Peptide kodierenden DNA-Molek(Jle, beispielsweise durch Oligonukleotidsyn* 

55 these In an sich bekannter Weise hergesteilt werden und mit der "Rest-DNA"*. die fOr die verbleibenden 
Repeats und die Linker-Abschnitte kodiert. ligiert wird. Mit dieser DNA versehene Expressionsvektoren 
konnen in bekannter Weise in geeigneten Wirtsorganismen zur Expression gebracht werden: das exprl- 
mierte Protein wird isoliert und gereinigt. 
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Die Analyse chromosomaier DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Biid. Die 
DNA wurde mit EcoRt, Hindlll. BamHI und Pstl geschnitten. Die auf Nitrozelluiose transferierte DNA wurde 
sowohl mit einer VAC-alfa 01^ (pP11/3) als auch mtf einer VAC-beta DNA (pRH203) hybridistert Obwohl 
das Waschen der RIter unter stringenten Bedingungen erfolgte, ergaben sfch bei jedem Verdau relativ viele 

5 Banden (l=ig.10). Der Verglaich der belden Blots zeigt da/3 die Kreuzreaktion von VAOalfa und -beta DNA 
unter diesen Bedingungen eher auszuschlie(3en ist Die Vielzahl der Banden ist entweder durcli die Existenz 
jeweils Mhnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. VAC-beta Gen zu erklMren. Oder aber es handelt sich urn 
jeweils ein Gen. das durch viele und/oder iange Introns unterbroclien ist 

In Rg.ll ist der Verglelch der Aminos^uresequenzen von VAC-alfe mit VAC-beta wiedergegeben. Die 

10 wiederholten Strukturen lassen sich in belden Proteinen gleich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
ebenfalls gleich lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat In dieses Verbindungspeptid mu0 
bei VAC-alfa eine UJcke eingefQhrt werden, um elne optimale Anpassung der belden Sequenzen zu 
erfauben. Das N-terminale Peptid der belden Proteine ist unterschiedlich lang, 19 AminosSuren bei VAC- 
alfa, 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste Homologie aut Die belden 

75 Proteine sind an 176 von 320 AminosMurepositionen Ident was efnem Homologlegrad von 55,0% entsprlcht $ 
An dieser Stelle sei auch der Vergleich der Nukleotidsequenzen der VAC-atfo und -beta cDNAs 
eingefCIgt. Werden zwei Gene und deren Produkte miteinander vergllchen, sieht man auf der DNA (-Rl^) 
Ebene elne gro/Sere Homologie als auf der Aminosaureebene, was durch die Tatsache eridlrt ist da0 bei i 
der NukleinsSure bereits eine Veranderung in einem Basentrijplett ausreicht um etne neue Aminosaure zu 

20 kodleren. 

In f=ig.l2 ist der Verglelch der kodierenden Reglonen von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wledergege- 
ben. Oberraschendenweise zeigen die DNAs nur einen Homologlegrad von 54^%, also etwas weniger als 
die belden Proteine. 

In Rg.13 sind die Hydrophilizttatsprofile der beiden Proteine abgebildet Dabei wurde der Algorithmus 
25 von Hopp und Wood venwendet (T.P.Hopp et ai., ProcNatf. Acad.Sci. 78 (1981) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balkan angedeutet die Verbindungspeptide in der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt ObenraschendenAreise ist das Verbindungspeptid zwischen der zwelten und dritten 
Repeat besonders hydrophil. In diesem Peptid befindet sich sowohl bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 
Arginin an identer Position. Es ware daher m5glich. da^ dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fUr 
30 eine Protease mit trypsinartiger Spezifitit darstellt Dabel mOfite das MolekOi in zwei etwa gleich grolSe 
Haiften zerfallen. Es w3re denkbar. daB bereits ein solches "HalbmoiekOI" eine biologische, beispieisweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Neben dem gezielten Venjau des Proteins beispieisweise 
mit einer Protease trypsinartiger SpezifitMt lassen sich diese Halbmolekaie Oder HalbmolekQIe mit geringen 
Modifikationen auf vielfaltige Weise darstellen. So ist es mcSglich. die fOr diese HalbmolekQIe kodierenden 
35 DNA-MotekQIe. die nach an sich bekannten Verfahren herstellbar sind in geeignete Expressionsvektoren so 
eInzufQgen, daiS diese DNA von den Expressionskontrollsequenzen reguilert vidrd und durch Kultivierung 
eines mit diesen Vektoren transfbrmierten WIrtsorganismus die HalbmolekQIe zu exprimieren, zu isolieren 
und zu reinigen. 

HalbmolekOle mit geringen IVlodiflkattonen erh§lt man beispieisweise durch Einfugung von Spaltstellen, 

40 die dem vollstandigen Protein die fUr bestimmta Proteasen erforderftche Spezifitat verleihen. So IMfit sich 
beispieisweise ein Protein mit einer Spaitsteiie mit Faktor Xa-artiger Spezifitat herstellen, indem in dem Ab- 
schnitt, der fUr die Unker-Sequonz zwischen der zwelten und dritten Repeat-Struktur kodiert ein Oiigonu- 
kleotid eingefGgt wird, das fOr das Erkennungs^Tetrapeptid der Faktor-Xa-Protease kodiert. Hierdurch erhait ^ 
man zunMchst ein vollstindiges Protein, das mogiicherwetse vergnderte Bgenschaften. beispieisweise 

45 veranderte Stabilitat gegenOber proteolytlschem Angrtff aufweist andererseits aber eine hochspezlfische 

Spaitsteiie fOr die Faktor Xa-Protease enthMlt wodurch gezielt zwei HalbmolekQIe hergestellt werden und ^ 
zum therapeutischem Bnsatz gelangen konnen. 

Durch gezielte Mutation der fQr Proteine mit VAC-Aktivlt§t kodierenden DNA lassen sich aufierdem 
Proteine herstellen, die eInem proteoiytischen Angriff besser widerstehen. So fOhrt moglichenveise der 

50 Austausch des VAC-alfa und VAC-beta gemeinsamen Arginins zwischen der zweiten und dritten Repeat- 
Struktur durch a.B. Histidin zu besserer Stabilitat der Proteine. Auch der gezielte Ersatz der Gbrigen 
Arginine und de Lysine durch Histidin, moglich durch Ersatz der entsprechenden Codone fUhrt zu 
Proteinen. die erschwert durch Trypsin hydrolisiert werden konnen. Diese gezielten Mutationen lassen die 
bioiogischen. beispieisweise antikoagulierenden Egenschaften der Proteine/Polypeptide Im wesentilchen 

55 unbeeinflufit fOhren andererseits jedoch zur Veranderung, beispieisweise zur Verbesserungen der StabilltSt 
der Proteine, d.h. zu einer VerSnderung der Haibwertszeit der Proteine. 

In manchen Fallen ist es, beispieisweise fQr die Expression von Proteinen vorteiihaft, dem relfen. 
gewQnschten Protein/Polypeptid eine Signafsequenz oder auch eine dem WIrtsorganismus eigene Protein* 
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sequenz vorzuschalten. so daB als Expressionsprodukt ein Fusionsprotein entsteht. Die fUr ein Signalpeptid 
kodierende SIgnalsequenz kann microbieller Herkunft sein aler aus SSugetierzellen stammen; vorzugswelse 
ist das Signalpeptid homolog zu dem WIrtsorganismus. Um diese Produkte In das gewOnschte reife Protein 
uberfQhren zu kdnnen, bedarf as einer spezlfischen Spaitsteile zwischen dem Signah/Fuslonsanteii und 

5 dem reifen Protein. Hierzu kann man beisplelsweise. wie oben beschrfeben. an dieser Stelle ein Oiigonu- 
kleotid einfUgen, das fQr das Bkennungs- Tetrapeptid der Faktor-Xa-Protease kodlert. Hierdurch lafit sich 
das exprimlerte Fusionsprotein gezielt mit der Faktor-Xa-Protease spaiten. Man erhiit das reife Protein* 

Ersetzt man gezielt die fQr Mettiionin verantwortllchen Codone, auBer dem an AmInosSureposition 1, 
durch Codone, die fur Leucin, isoleucin Oder Vaiin kodieren, so Id0t sich ein eventuell erhaltenes unreifes- 

10 Oder Fusionsprotein durch BrCN-Spaitung in das reife Protein uberfQhren. 

Sollte sich erweisen, 6aB derart modifizierte Proteine gleiche Oder gegebenenfalis verbesserte biologische 
Eigenschaften aufweisen. so wMre dies ein mdglicher Weg zur Ausbeutesteigerung und gegebenenfalis ein 
Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit besseren Eigenschaften als die natQrIichen VAC-Protelne. 
Als weitere gezlelte Mutation 1st der gezielte Austausch von einem, gegebenenfalis mehreren Cysteinen 

/5 durch Serin Oder Valin zu nennen, Indem die entsprechenden Codone ausgetauscht werden. Beelnflu0t 
dieser Austausch die biologische Aktivitat nicht nachteilig, so konnte dieser Weg eine Verbesserung der 
Isotienjng und/oder Ausbeute der Proteine bewirken. Nicht auszuschliefien ist auch hierbei eine Verbesse- 
rung der agenschaften der Proteine. Als weitere Mutation Ist die Kombination verschiedener vollst^ndlger- 
Oder Tell- Sequenzen der fQr die erfindungsgemafien Proteine kodierenden DINtAs vorgesehen, wodurch 

20 Hybridproteine mit vascuiar-antikoaguiierenden Eigenschaften erhalten werden. Alle durch diese Oder 
Shnliche Mutationen erhaltllchen Proteine. die fOr diese kodierenden DNAs, deren Herstellung und Venven- 
dung sind ebenfails Gegenstand der voriiegenden Erfindung. 

Aus Rg. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen. 6aB wader VAC-alfa noch VAC-beta einen langeren, 
hydrophoben Berelch aufweisen, der entweder die Sekretion durch, Oder das Bnlagem der Proteine in eine 

25 Membran eriauben wQrde. Es ist daher anzunehmen, 6aB es sich bei VAC-alfa und VAC-beta um 
IntrazelluISre Proteine handelt 

Wallner et al (Nature 320 (1986). pp.77-81) berichten die Struktur des humanen Upocortin I, Saris et al. 
(Cell 48 (1986), pp.201-212) und Huang et al. (Cell 46 (1988). pp. 191-199) die Struktur des murinen bzw. 
humanen Catpactin I, das auch Upocortin II genannt wird. Diese Proteine gehdren ebenfails zu der Klasse 

00 der Ca^^ abhSngigen Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur iafit sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anschreiben (Rg.14). Die Homologlen zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch ausgeprSgter als jene 
zwischen VAC und Upocortin: 

VAC-alfa - VAC-beta : 55.0% 
35 VAC-alfa -Upocortin 1:41 ,9% 
VAC-alfa - Upocortin II : 43.8% 
VAC-beta - Upocortin 1 : 41 ,7% 
VAC-beta - Upocortin II : 44.6% 

40 Anzunehmen Ist daher, dafl auch die Upocortine aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben. und demzufolge als Antlkoagulanzlen einzusetzen sind und weiterhin, 6bB dies eine 
generelle Egenschaft dieser Klasse von Ca"^* abhinglger Phospholipidbindungsproteine ist Aufgrund der 
analogen Strukturen Ia0t sich auch erklMren, dafi die erfindungsgemdiSen Proteine neben der antlkoagulie- 
renden Wirkung auch die Egenschaften der breits bekannten Ca** at^Mngigen Phospholipidbindungspro- 

45 teine aufweisen. Beispieihaft genannt seien hier die antiinflammatonschen Eigenschaften der Upocortine. 
Die diesen Proteinen eigene Phosphollpase Inhibitor-Wirkung konnte auch fOr die erfindungsgemafien 
Proteine nachgewlesen werden. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher auch die Venvendung der erfindungsgemMflen 
Proteine als antlinfiammatorlsche Mittel sowie die Ven/vendung der erfindungsgemdOen Proteine bel der 

50 Behandlung samtlicher fUr die Upocortine geltenden Indikationen wie beisplelswelse rheumatische Erkran- 
kungen. Auch fur diesen Einsatzzweck lassen sich die, den natQrIichen Proteinen entsprechenden erfln- 
dungsgemafien Produkte in der bereits envShnten Weise abMndern und deren Egenschaften gegebenen- 
falis verbessern. 

Bei dem Vergfelch der Proteine VAC-alfa, VAC-beta, Upocortin I und Upocortin II steilt man test, dai3 
55 der auffSlligste Unterschied zwischen den Proteinen bel den N-lerminalen Peptiden vorliegt. insbesondere 
zwischen den VAC-Protelnen auf der eInen und den Upocortlnen auf der andereri Seite. Eine erfindungsge- 
malBe Modifikation sieht daher den gegenseitigen Austausch dieser N-termlnalen Peptide vor. Herstellen 
lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch, dafi die fQr diese N-terminalen Peptiden kodierenden 
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DNA-MolekOle. belsplelsweise durch Oiigonukleotidsynthese in an sich bekannter Weise hergestelit werden 
und mit der "Rest-ONA". die fur die verbieibenden Repeats und die Unker-Abschnitte kodlert, ligiert wird. 
Mit dieser ONA versehene Expressionsvektoren konnen in bekannter Weise in geeigneten Wirtsorganismen 
zur Expression gebracht werden; das exprimierte Protein wird isoliert und gereinigt 

5 Viele Mitgfieder der Ca"^^ abhiangigen Phosphotlpidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Veslkel Oder andere Bestandteiie des Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al.. Nature 320 (1986), p.573 fQr 
eine Zusammenfassung). Bel der Sekretion kapsein sich die Vesikel vom Goigi-Apparat der Zelle ab, 
wandem zur Zellmembran und fusionteren mIt ihr« Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle 
freigesetzt. In Analogle zur Kupplung von Erregung mit der Muskelkontraktlon wurde vorgeschlagen 

TO (W.W.Douglas. Br.J.Pharmac. 34 (1968], 451), dafi auch der Stimulus und die Sekretion Qber Ca** 
gekoppelt ist Dabei k5nnten die Ca^ abhangfgen Phospholipidbindungsproteine eine wiciitige Rolle 
splelen. In der konservierten. 17 Aminosauren langen Region Jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 bis 6 
HydroxyJgruppen-enthaltende Aminos§uren (Asp, Gfo. Thr, Ser), jewells drel davon an identlscher Position. 
Bei VAC-beta finden sich In jeder Repeat vier dieser AminosSuren. Obwohl keines der Protelne die in 

75 Calmodulin, Troponin C, S-100 und Parvaibumin beobachtete EF-Hand Struktur aufwelst (R.H.Kretslnger et e 
al.. CRC Crft Rev.Biochem. 8 (1980), p119), die In diesen Molekaien fur die Ca** Bindung verantwortlich 
ist, verleitet die Kbnservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu dem Schlufi, daB diese Region fOr 
die Ca** Bindung verantwortlich Ist * 
Durch geaelte Mutationen in diesem Bereich kdnnte versucht werden, die bioiogische Aktlvitat der 

20 Protelne zu verandem. Erfindungsgemafien Mutationen sehen belsplelsweise den volist^ndigen Oder 
tellweisen Ersatz der IQr die 17 AminosSuren der konservierten Region kodierenden Berelche vor: 

a. aus den VAC-Proteinen durch Berelche, die die entsprechenden AminosSuren der Upocortlne 
kodieren, 

b. aus VAC-alfo durch Berelche. die die entsprechenden AminosMuren des VAC-beta kodiererr und 
25 umgekehrt, 

c. aus Lipocortin I durch Berelche, die die entsprechenden AminosSuren des tJpocortlns II kodieren 
und umgekehrt, 

d. aus den Lipocortinen durch Berelche, die die entsprechenden AminosMuren der VAOProteine 
kodieren oder 

3a e. bei den Obrigen Polypeptiden/Protelnen durch Berelche^ die die entsprechenden Aminosauren der 

jewells anderen Polypeptiden/Proteine kodieren, Indem die entsprechenden fQr diese AminosSuren kodie- 
renden Berelche ausgetauscht werden. 

Die oben. erwahnte analoge Struktur ia^ au/Jerdem erwarten, dafl Protelne, die diese Analogle 
aufweisen, sowohl antiinflammatorische als auch antikoagulierende Wirkung zeigen und daher entsprechend 
35 therapeutisch und/oder prophylaktisch einsetzbar sind. 

Qegenstand der vorllegenden Erfindung ist daher tnsbesondere die Venvendung der Polypeptide als 
antiinflammatorische Mittet. ais antirheumatische Mittel, in den fOr die Lipocortine geltenden Indikationen, 
die Venvendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Berelche aufweisen, als blutgerinnungs- hemmende 
MIttel, als Thrombin-lnhiblerende Mittel. als antiinfiammatorischd Mittel. als antirheumatische l^ttel, Ven^en- 
40 dung der Lipocortine als blutgerinnungshemmende Mittel. als Thrombln-inhibierende Mittel und in den fQr 
die VAC-Proteine geltenden Indikationen. wobei die bekannten Verwendungen der zum Tell In der vorlie- 
genden Anmeldung beschriebenen Protelne mit solchen Repeat-Beretchen ausdrOcklich ausgenommen 
sind. , 
Weiterhin sind Mittel zur therapeutischen Behandfung, die neben pharmazeutisch inerten TrSgerstoffen 
45 eine wirksame Menge etnes dieser Polypeptide enthalt, Qegenstand der Erfindung. 

Qegenstand der vorllegenden Erfindung sind auch DNA-Molekuie, die fQr ein Polypeptid/Protein mit . 
Repeat-Bereichen kodieren, DNA-Molekule, die fQr einen der Repeat-Bereiche kodieren, DNA-MolekQIe, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die fOr die vollstandlgen Repeats kodierenden Berelche umgeordnet sind. die 
von diesen kodierten Protelne, deren Herstellung und Verwendung. 
50 Alle durch diese oder ahnllche Mutationen erhaltiichen Proteine, die fQr diese kodierenden DNAs, deren 
Herstellung und Verwendung sind ebenfalls Qegenstand der vorllegenden Erfindung. wobei die bekannten 
zum Tell In der vorllegenden Anmeldung beschriebenen Protelne, die fQr diese koderenden DNAs, deren 
bekannte Herstisllung und Verwendung ausdrQckiich ausgenommen sind. 

Qegenstand der vqriiegenden Erfindung sind auch DNA-MolekQIe nicht-humanen Ursprungs. die von 
55 diesen kodierten ^^rotelhe. deren Herstellung und VenArendung. die in einer. der vorllegenden Erfindung 
analogen Weise herstelibar sind. 

(aegenstand der Erfindung sind nicht nur Qen-Sequenzen, die spezifisch fQr die erfindungsgemSflen 
Proteine codieren. sondem ebenfalls Modiflkationen. die leicht und roiitinemaflig durch Mutation, Abbau, 
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Transposition oder Addition erhalten warden konnen. Jede Sequenz, die fUr die erfindungsgemafien 
Proteine codlert (d.h. die das biologische AlctivitStsspektrum aufw^st das hier beschrfeben ist) und im 
Verglelch mit den gezeigten degeneriert ist, ist ebenfalls eingeschlossen: Fachieute aus dlesem Gebiet sind 
in der i^ge, DNA-Sequenzen der codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist jede Sequenz, die fOr 

5 ein Potypeptid mit dem Aktivitatsspektrum der erfindungsgemMOen Proteine codiert, und die mit den 
gezeigten Sequenzen (oder Teilen davon) unter stringenten Bedlngungen hybridlsiert (beispieisweise 
Bedingungen. die fQr mehr als 85 %. bevorzugt mehr als 90 % Homologie selektieren beinhattet. 

Die Hybridisierungen werden in SxSSC^x Denhardfs L6sung/0,1% SDS bei 65* C durchgefQhrt Der 
Qrad der Stringenz wird im Waschschritt festgelegt So sind fQr eine Selektionierung auf DNA-Sequenzen 

10 mit ca. 85 % oder mehr Homologie die Bedingungen 0,2xSSC/0.01% SDS/6S*C und fQr eine Selektionie- 
rung auf DNA-Sequenzen mit ca. 90 % oder mehr Homologie die Bedingungen 0.1 x SSC/0.01% SDS 
65 ' C geeignet. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Expressionsvektoren, die eine fQr VAC kodierende DNA-Sequenz 
enthalten. die von einer Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird^ daD in einer mit diesem Expres- 
15 slonsvektoren transformierten WIrtszelle Polypeptide mit VAC*Aktivitit exprimiert werden. 

Die Expressionsvektoren der vorllegenden Erfindung werden z.B. hergestellt. indem man in eine Vektor- 
DNA. welche eine Expressionskontrollsequenz enthalt eine VAC kodierende DNA-Sequenz derart einfUgt, 
6aB die Expressionskontroil- sequenz besagte DNA-Sequenz reguliert 

Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus der zur Transfomnatlon vorgesehenen WIrtszelle. 
20 Geeignete Wirte sind beispieisweise Mikroorganismen, wie Hefen, z.B. Saccharomycescerevislae, und 
insbesondere Bakterienstamme. die Qber kein Restriktions- oder Modlflkationsenzym verfDgen, vor allem 
Stamme von Escherischia coli, z.B. E coli XITTB, E^coll HB101, E.coli W3110. E.coH HB101/LM1035. E.coli 
JA221(30) Oder E.coli K12 Stamm 294» Bacillus subtilis, Bacillus stearothenmophilus. Pseudomonas, 
Haemophilus , Streptococcus und andere, femer Zellen hSherer Organismen. insbesondere etablierte 
25 humane oder tierische Zeliinien. Bevorzugte Wirtszellen sind die gesamten StMmme von E.coil , insbeson- 
, dere E>coli HB101, Ecoli JM101 und Ecoll W3110/ 

Grundsatziich sind alie Vektoren geeignet welche die erfindungsgem3flen heterologen, fUr die VAC 
kodlerenden DNA-Sequenzen in dem gewihiten Wirt replizieren und exprimieren. 

Beispiele fQr Vektoren, die zur Expression des VAC-Gens in einem E.coli- Stamm geeignet sind. sind 
00 Bacteriophagen. z.B. Derivate des Bacteriophagen X. oder Plasmide, wie insbesondere das Plasmid colEI 
. und seine Derivate, z.B. pMB9, pSF2124, pBR317 oder pBR322. Die bevorzugten Vektoren der vorllegen- 
den Erfindung ieiten sich von Plasmid p6R322 ab. Geeignete Vektoren enthalten ein vollstMndiges Repiicon 
und ein IVIarkierungsgen. welches die Selektion und identifizierung der mit den Expressionsplasmiden 
. transformierten Mikroorganismen auf Grund eines phSnotypischen IVterkmais ermSglicht Geeignete Markie-r 
35 rungen verieihen dem Mikroorganismus beispieisweise Resistenz gegenUber Schwermetailen, Antlbiotika. . 
und dergleichen. Weiterhin enthalten bevorzugte Vektoren der vorliegenden Erfindung auflerhaib der 
Repiicon- und Markierungsgen- Regtonen Erkennungssequenzen fUr Restriktionsendonucleasen, so daB an^ . 
diesen Stellen die fOr die Aminos3uresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz und gegebenenfalls 6\^t 
Expressions'Kontrollsequenz eingefQgt werden konnen. Ein bevorzugter Vektor, das Plasmid pBR322, 
40 enthiit ein intaktes Repiicon, gegen Tetracyclln und Ampiciliin Resistenz verleihende Marklerungsgene (tet*^ 
und amp*^ und eine Reihe von nur einmai vorkommenden Erkennungssequenzen fQr Restriktionsendonuc- 
leasen, Z.B. PstI (schnisidet im amp'^-Gen. das tet"-Gen bleibt intakt), SamHI. Hindlli. Salt (schneiden aile im 
tet"-Gen, das amp^-Gen bleibt intakt). Nrul und EcoRI. 

IVIehrere Expressionskontrollsequenzen kQnnen zur Regulation der VAC-Expresslon eingesetzt werden. 
45 Insbesondere werden Expressionskontrollsequenzen stark exprimierter Gene der zu transformierenden 
WIrtszelle ven^rendet. Im Faile von pBR322 als Hybridvektor und E.coii als Wirtsorganismus sind beispieis- 
weise die Expressionskontrollsequenzen (welche aunter anderem den Promoter und die ribosomaie Bin- 
dungsstede enthalten) des Lactoseoperons, Tryptophanoperons, Arablnoseoperons und dergleichen. des fi- ' 
Lactamasegens. die entsprechenden Sequenzen des Phage XN-Gens oder des Phage fd-Schichtprotein- 
50 gens und andere geeignet. Wahrend der Promoter des /9-lactamasegens (/3-lac-Gen) bereits in Plasmid 
pBR322 enthalten ist. mUssen die Qbrigen Expressionskontrollsequenzen in das Plasmid eingefQhrt werden. 
Bevorzugt als Expressionskontrollsequenz In der vorliegenden Eilindung ist diejenige des Tryptophanope- 
rons (trp po) sowohl von Senratia marcescens als auch aus Ecoli und der alkaiische Phosphatase-Promotor 
bzw. deren Hybrid. 

55 Neben diesen besonders gebrduchlichen Promotoren sind auch andere mikrobieile Promotoren ent- 
wickelt und benutzt worden. Die Gen-Sequenz fQr die erfindungsgemS0en Proteine kann beispieisweise 
unter der Kontrolle des Leftward-Promotors des Bakteriophagen Lambda (PJ eingesetzt werden. Dieser 
Promoter ist ein besonders effektiver steuerbarer Promoter. Die Steuerung wird mdglich durch den 
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Lambda-Repressor, von dem benachbarte Restriktionsschnittstellen bekannt sind. Bn temperaturempfindn- 

ches Allel dieses Repressor-Gens kann in einen Vektor. der eine protein-Gen-Sequenz enthalt. eingefUgt 

werden. Wird die Temperatur auf 42' C erhdht wird der Repressor inaktiviert und der Promotor aktiviert 

Durch die Verwendung dieses Systems ist es mSglich. eine Cton-Bank zu etabiieren, in der eine 
5 funktionelle Protein-Gen-Sequenz in Nahbarschaft zu efner Ribosom-Bindungsstelie In variierenden AbsSn- 

den zu dem l.ambda-Pu-Promotor plaziert wird. Diese Klone kdnnen dann QberprGft und der mit der 

hochsten Ausbeute selektiert werden. 

Die Expresston und Transiation einer Sequenz codierend fUr die erfindungsgemSfien Proteine kann 

auch unter Kontrolfe anderer Reguiationssysteme. die als "homolog* zu dem Organismus in seiner 
10 untransfomnierten Fomn gelten konnen, ablaufen. So enMIt z.B. chromosomaie DNA von einem Lactose- 

abhMngigen Exoll ein Lactose Oder Lac-Operon. das durch AusschQttung des Enzyms Beta-Galactosldase 

den Lactose-Abbau ermdglicht. 

Die Lac-Kontrolielemente kdnnen aus dem Bacterfophagen Lambda-placS, der infektids fQr & coil ist 

erhaiten werden. Das Lac-Operon des Phagen kann durch Transduktion aus derseiben Bakterien-Spezies 
75 stammen. 

Regulationssysteme, die bei dem erflndungsgemSBen Verfahren Venwendung finden kSnnen. kQnnen 
auch aus plasmidischer ONA stammen. die dem Organismus eigen ist. Das Lac-Promotor-Operator-System 
kann durch IPT6 Induziert werden. 

Andere Promotor-Operator-Systeme Oder Teife hiervon kQnnen genausogut verwendet werden: bei- 

20 spielsweise Coiicine Ei -Operator, Galactose-Operator. Xylose-A-Operator. tac- Promotor u.a.. 

Zusatzlich zu Prokaryoten kSnnen auch eukaryotische Mikroorganlsmen. wie Hefekulturen venvendet 
werden. Saccharomyces cerevislae ist die am moisten venArendete von den eukaryotischen Mikroorganls- 
men, obwohi eine Anzahl anderer Spezies ailgemein erhattlich ist 

Zur Replikation und Expression In f-lefe geelgnete Vektoren enthalten einen Hefe-Replikationsstart und 

25 einen seiektiven genetischen Marker fQr Hefe. Hybridvektoren. die einen Hefe-Repiikatlonsstart enthalten, 
Z.B. das chromosomaie autonom replizierende Segment (ars), bleiben nach der Transformation innerhalb 
der Hefezeile extra-chromosomal erhaiten und werden bei der Mitose autonom replizlert Zur Expression In 
Saccharomyces wird belsplelsweise das Plasmid YRp7 (Stinchcomb et al. Natur 2S2, 39 (1979); Kingsman 
et a!.. Gene 7. 141 (1979); Tschumper et al., Gene 10, 157 (1980)) und das Plasmid YEp13 (Bwach et al.. 

30 Gene 8. 121^33 (1979)) venvendet Das Plasmid YRp7 enthMlt das TRPI- Gen. das eine Selektionierungs- 
markleTung fQr eine Hefemutante, die un^hig ist in trypthophanfreiem Medium zu wachsen. bereitstellt; 
belspieisweise ATCC Nr. 44076. 

Das Vorhandensein des TRPI Schadens als Charakteristikum des Hefe-Wirts Qenoms stellt dann ein 
wirksames Hilfsmittel dar. um transformation nachzuweisen, wenn ohne Tryptophan kultiviert wird. Ganz 

05 Shnlich verhait es sich bei dem Plasmid YEp13, das das iHefe-Gen LEU 2. das zur Erganzung einer LEU-2- 
minus-Mutante ven^rendet werden kann, enthSlt 

Weitere geelgnete Markierungsgene fQr Hefe sind im Fall von auxotrophen Hefemutanten, im allgemei- 
nen Gene, die Wirtsdefekte komplementieren. Enteprechende (Bene sorgen fOr Prototrophie In einer 
auxotophen Hefemutante. z.B. das URA3- und HI83- Gen. Vorzugsweise enthalten i^efe-Hybridvektoren 

40 welterhin einen Repiikationsstart und ein Markierungsgen fQr einen bakterietlen Wirt insbesondere E.coli, 
damit die Konstruktlon und die Kloniemng der Hybridvektoren und Ihrer Vorstufen in einem bakteriellen Wirt 
erfolgen kann. Weitere fQr die Expression in Hefe geelgnete Expressionskontrollsequenzen sind beisplels- 
weise diegenlgen des PH03- Oder PHOS- Gens. femer in gtykolytischen Abbau involvierte Promotor. z.B. 
der PGK- und GAPDH- Promotor. 

45 Andere geelgnete Promotor-Sequenzen fQr Hefe Vektoren beinhalten die 5-fIankierende Region der 
Gene des ADH I (Ammerer G., Methods of Enzymology 101. 192-201 (1983)), 3-Phosphoglycerate-ICinase 
(Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255, 2073 (1980)) oder andere glykolytische Enzyme (Kawaski und 
Fraenkel, BBRC 108, 1107-1112 (1982)) wie Enolase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Oehydrogenase. Hexoki- 
nase. Pyruvat-Decarboxylase. Phosphofnjctokinase. Glucose-6-Phosphat-lsomerase. Phosphoglucose-lso- 

50 merase und Glucoklnase. Bei der Konstruktlon geeigneter Expressionsplasmide kdnnen die mit diesen 
Genen assoziierten Terminationssequenzen ebenfalls in den Expressions*Visktor am 3'-Ende der zu expri- 
mlerenden Sequenz eingesetzt werden. um Polyadenylierung und Termination, der mRNA zu ermoglichen. 

Andere Promotoren, die zudem noch den Vorteil der durch Wachstumsbedlngungen kontrolllerten 
Transkription besltzen, sind die Promotor-Regionen der Gene fOr Aikohol-Dehydrogena- se-2, Isocytochrom 

55 C, Saure-Phosphatase, abbauende Enzyme, die mit dem Stickstoff-Metabollsmus gekoppelt sind, die oben 
erwahnte Glycerinaldehyd:3-Phosphat-Dehydrogenase und Enzyme, die fQr die Verarbeitung von Maltose 
und Galaktose verantwortllch sind. Promotoren, die durch den Hefe Mating Typ Locus reguiiert werden, 
belsplelsweise Promotoren der Gene BARt MFal, STE2. STE3. STE5 k5nnen bei temperaturregulierten 
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Systemen durch die Verwendung von temperaturabhaingigen sir Mutationen eingesetzt warden. (Rhine 
Ph.D. Thesis, University of Oregon, Eugene, Oregon (1979). Herslcowitz and Oshima. The Molecuiar Biology 
of the Yeast Saccharomyces . part I, 181-209 (1981). Cold Spring HartDor Laboratory). Diese Mutationen 
beeinflussen die Expression der ruhenden Mating-Typ Kassetten von l-iefen und dadurch indirekt die 
5 Mating-Typ abhSngigen Promotoren. Generell ist jedoch jeder Plasmid Vektor, der einen Hefa-kompatiblen 
Promoter. originMre Replikations* und Terminationssequenzen enthStt, geeignet 

So k5nnen auch iHybridvelctoren, die der Hef&-2u-Plasmid-DNA homologe Sequenzen enthalten. verwendet 
werden. Solche Hybridvelctoren werden durch Rel<ombination innerhalb der Zelle bereits vorhandenen 
2u-Plasmiden einverleibt Oder repiizieren autonom. 2u*Sequenzen sind besonders fGr Plasmide mit grower 

w Transformationsh3ufigi<eit geeignet und gestatten eine hohe Kopienzahl. 

ZusMtziich zu Mikroorganismen sind Zellkuituren multizeliularer Organismen ebenfalls geetgnete Wirt- 
sorganismen. Im Prinzip ist jede dieser Zellkuituren einsetzbar, ob von Wirbeltier- oder wirbellosen 
Tierzeilkulturen. Qr50tes Interesse besteht jedoch an Wirbeltierzellen. so da^ die Vermehrung von WirtMl- 
tierzellen In Kuitur (Gewebe-Kultur) in den letzten Jahren zu einer routinemMBigen Methode wurde (Tissue 

75 Culture. Academic Press. Kruse and Patterson. Editors (1973)). Beispiele solch nQtzllcher Wirtszelllnien sind 
VERO- und HeLa-Zeilen. CHO-Zellen und WI38, BHK. COS-7 und MDCK-Zelllnien. Expressionsvektoren fOr 
diese Zellen enthalten Qblichenveise (wenn natig) einen Replikationsstartpunkt, einen Promoter, der vor 
dem zu exprlmierenden Gen lokalisiert 1st gemeinsam mit alien notwendlgen Ribosomenbindungsstellen. 
RNA-Splicing-Stetle. Polyadenyllerungsstelle und transkriptionelle Tenninations-Sequenzen. 

20 Bel der Ven^endung in SSugetierzellen stammen die Kontrollfunktionen auf den Expressions-Vektoren 
oftmals aus viralem Material. Beisplelsweise stammen die Ubiicherweise venwendeten Promotoren aus 
Polyoma-. Adenovirus 2. und besonders hSufig aus Simian Virus 40 (SV 40). Die frtihen und spaten 
Promotoren des SV 40 sind besonders nQtzlich. da beide lelcht aus dem Virus als Fragment zu erhalten 
sind. das auch noch die virale Replikatlonsstede des SV 40 enth9tt (Rers et al., Nature 2^. 113 (1978)). 

25 Auch kdnnen kleinere oder grQBere Fragmente des SV 40 venwendet werden, vorausgesetzt. sle enthalten 
die ann^hernd 250 bp lange Sequenz. die von der Hindlil Schnittstelle bis zur Bgll Schnittstelle In dem 
vtralen Replikationsstartpunkt reicht Au/3erdem ist es ebenfalls maglich und oft empfehlenswert, Promoter* 
Oder Kontroll-Sequenzen zu venwenden. die normalerweise mit den gewQnschten Gensequenzen verknOpft 
sind. vorausgesetzt. diese Kontroll-Sequenzen sind kompatibel zu den Wirtszellsystemen. 

30 Bn Replikationsstartpunkt kann entweder durch entsprechende Vektorkonstruktion vorgesehen werden, 
. urn einen axogenen Startpunkt einzubauen. beisplelsweise aus SV 40 oder anderen viralen Quellen (z.B. 
Polyoma, Adeno. VSV, PBV, etc.) oder kann durch die chromosomalen Repllkatlonsmechanismen der 
Wirtszelle vorgesehen werden. Wird der Vektor in das WIrtszellenchromosom Integriert. reicht die zuletztgor 
nannte Maiinahme meistens aus. 

35 Insbesondere betrifft die Erfindung zur Repiikation und phSnotypischen Selektionen befShigte Expres- 
sionsvektoren. welche eine Expressionskontrollsequenz und eine fOr die Aminosduresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalten. wobei besagte DNA-Sequenz mitsamt Transkriptionsstartsignai und 
-terminationssignal sowie Translationsstartsignal und •stopsignal in besagtem Expressionsptasmid unter 
Regulation besagter Expressionskontrollsequenz so angeordnet ist, daB in einer mit besagtem B(presslons* 

40 plasmid transformierten Wirtszelle VAC exprimiert wird. 

Um eine effekSve Expression zu enreichen, mu0 das VAO-Gen richtig (in "Phase") mit der Expressions- 
kontrollsequenz angeordnet sein. Es Ist vorteilhaft. die Expressionskontrollsequenz in den Bereich zwischen 
dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der Genkodiersequenz. welche natUrlich mit dem Expressionskon- 
trollsequenz verknupft Ist (z.B. die /S-lac-Kodiersequenz be! Verwendung des /3-lac-Promotors), mit dem 

45 VAC-Gen, welches vorzugsweise sein eigenes Translationsstartsignal (ATG) und Translationsstopsignal (z.B. 
TAG) mitbrlngt. zu verknOpfen. Dadurch wird eine effektive Transkriptlon und Translation gewMhrleistet 

Beispieisweise wird ein Vektor. insbesondere pBR322. mit einer Restriktionsendonuklease geschnltten 
und. gegebenenfalls nach Modifikation des so gebildeten linearlsierten Vektors. eine mit entsprechenden 
Restriktlonsenden versehenen Expressionskontrollsequenz eingefOhrt Die Expressionskontrollsequenz ent- 

50 hSIt am 3'-Ende (in Transiationsnchtung) die Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuctease, so da0 
der die Expressionskontrollsequenz bereits enthaltende Vektor mit besagtem Restriktionsenzym verdaut und 
das mit passenden Enden versehene VAC-Gen eingesetzt werden kann. Dabei entsteht eIn Gemisch von 
zwei Hybridplasmiden. welche das Gen in richtiger bzw. in flascher Orientierung enthalten. Vorteilhaft ist es, 
den die Expressionskontrollsequenz bereits enthaltenden Vektor noch mit einer zweiten Restriktionsendo- 

55 nuclease innerhalb der Vektor-ONA zu spalten und in das entstandenen Vektcr-Fragment das mit richtigen 
Enden versehene VAC-Gen einzusetzen. Alle Operatlonen am Vektor erfolgen vorzugsweis^' in einer Weise, 
daB die Funktion des Replicons und zumindest eines Markierungsgens nicht beeintrachtigi wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhnjngsform der vorliegenden Erfindung wird ein von pBR322 abgeleiteter 
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Vektor. welcher eine Expressionskonlrollsequenz. Insbesondere diejenlge vom Tryptophan-Operon (trp po), 
enthalt. die am 3'-Ende (zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ersten ATG) die Erkennungssequenz 
fQr eine, vorzugsweise kohSsive Enden bildende, Restriktionsendonuctease, z.B. EcoRI. trSgt, mit der 
genannten Restriktionsendonuclease und im Vektor-ONA-Teil mit einer zweiten Restriktionsendonuclease, 
5 welche flache Oder bevorzugt kohSsive Enden biidet. z.B. BamHI, verdaut, wonach der so linean'sidrte 
Vektor mit der entsprechende Enden aufweisenden VAC-DMA (z.B. mit einem EcoRI-Ende vor dem ATG- 
Start und einem BamlHhEnde nach dem Translationsstop-Codon) verknupft wird. Die VerknQpfung erfolgt in 
bekannter Wefse durch Paarung der komplementaren (kohasiven) Enden und LIgierung, z.B. mit T4.-DNA- 
Ugase. 

TO Vorzugsweise kdnnen die erfindungsgemifien DNA-Sequenzen auch in dem Bcpressionsplasmid 
pER103 (E. Rastl-Dworkin et al., Gene 21. 237-248 (1983) und EP-A-0.1 15-613 • lilnterlegt bei der .DSM 
unter der Nummer DSM 2773 am 20, Dezember 1983), in dem Plasmid parpER33 (EP-A-0.1 15^1 3) Oder 
dem Plasmid pRI^lOO exprimiert werden^ da diese Vektoren alld Regulationseiemente enthalten, die zu 
einer holien Expressionsrate der klonierten Gene fOhren. 

IS Erfindungsgema0 wird afs Expressionsvektor fOr das synthetisdie Protein Gen das Plasmid pRHlOO 
venwendet, das den regulierbaren Tryptophanpromotor aus Senratia marcescens und eine artifizielle Riboso- 
menbindungsstelle entli^it Zur Hersteliung des Expressionsptasmides pRHlOO wurde das Plasmid pER103 
(Eva Oworkin-RastI et al., Gene 21 (1983) 237-248, EP-A-0.115-613) mit der Restriktionsendonuklease 
HIndlll Itnearisiert und die Otigonukteofidsequenz 

20 

5 • AGCTTAAAGAT6AGCTCATCTTTA 3 • . 

3V ATTTCTACTCGAGTAGAAATTCGA 5' 



eingefQgt 

Die uber den mRNA-Weg, aus genomischer DMA oder synthetisch gewonnene, mit entsprechenden 
(insbesondere EcoRI- und BamHI-) Enden vqrsehene VAC-DMA kann vor dem Einbringen in ein Bcpres- 
sionsplasmid auch in einen Vektor. z.B. pBR322. kloniert werden, um grofiere Mengen an VAC-DMA. 
beispielsweise fOr die Sequenzanalyse. zu gewinnen. Die Isoiierung der Klone, welche das Hybridplasmid 
enthalten. wird beispielsweise mit einer VAC-DNA spezifischen. radioaktiv-markierten Oligonucleotid-Probe 
(slehe oben) durchgelQhrt Die Charakterisierung der VAC-DNA erfolgt beispielsweise nach dem Verfahren 
von Maxam und Gilbert (11). 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn der Erfinduhg werden TeilstOcke der VAC-DNA synthetisiert Die 
Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Hersteilung von transformlerten Wirtszellen, dadurch gekennzeich- 
net daB man eine Wirtszeile mit einem Expressionsvektor, der eine von einer Expresslonskontrollsequenz 
reguiierte, fQr die Aminossiuresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz enthalt, transfonmiert. 

Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise die oben genannten Mikroorganismen. wie StSmme von 
Saccharomvces cerevisiae. Bacillus subttlis und insbesondere Escherichia coll. Die Transformation mit dem 
erfindungsgemifien Expressfonspiasmiden erfolgt beispielsweise wie in der Literatur beschrieben, so fUr S. 
cerevisiae (12), B.subtllls (13) und E.coli (14). Die Isoiierung der transformlerten Wirtszellen erfolgt 
vorteilhaft aus einem selektiven NShrmedium, dem das Biocid zugesetzt wird, gegen welches das im 
Expresstonsplasmid enthaltende Marklerungs-Gen Resistenz verieiht. Wenn. wie bevorzugt. die Expres- 
sionsplasmide das amp'^-Gen enthalten, wird dem Nahrmedium demgema6 Ampicillin zugesetzt Zellen. 
welche das Expresslonsplasmid nicht enthalten, werden in einem solchen Medium abgetStet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die auf dem genannten Weg erhaltlichen transformlerten Wirtszellen. 

Die transformlerten Wirtszellen konnen zur Hersteliung von Verblndungen mit VAC-Aktivitat verwendet 
werden. Das Verfahren zur Hersteliung dieser Verblndung ist dadurch gekennzeichnet dafl die transftormier- 
ten Wirtszellen kultivlert und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird. 

Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren zur Hersteliung von Verblndungen mit VAC-Aktivitat 
und von Salzen solcher Verblndungen, dadurch gekennzeichnet, daB mit einem Expresslonsplasmid. 
welches eine von einer Expressionskontrollsequenz reguiierte. fUr die Aminosauresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthSIt^ transformierte Wirtszellen in einem flQssigen Nahmiedium, welches 
assimllierbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthalt, kultivlert werden und das Produkt aus den 
Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird, und. falls erforderllch. ein verfahrensgemad erhaitliches Produkt mit 
einem zur Aufspaftung der Disulfidbindungen geeigneten Reduktionsmittel versetzt und das erhaltliche 
reduzlerte Polypeptid gegebenenfalls mit einem zur MeuknOpfung von Disulfidbindungen geeigneten Oxida- 
tionsmittel behandett wird, und gewQnschtenfalls, eine erhSltliche VAC-Verbindung in eine andere VAC- 
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Verbindung QberfUhrt wtrd. ein verfahrensgemMfi erh^ltltches Qemisch von Verbindungen mit VAC-AktivitSt 
in die einzeinen Komponenten aufgetrennt wird und/oder* gewOnschtenfatIs, ein erhaltenes Salz In das 
Polypeptid und ein erhaltenes Polypeptid in das entsprechende Salz dessalben UberfOhrt wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Herstellung von VAC-Verblndungen. 

5 Die Kultivierung der erfindungsgemSfien Transformierten Wirtszellen erfblgt in an sich bekannter Weise. 
So konnen fOr die Kultiviening der erfindungsgemSBen, transformierten Wirtsmiltroorganismen verschledene 
Kohlenstoffquellen verwendet werden. Beispiele bevorzugter Kohlenstoffqueilen sind assimillerbare Kohlen- 
hydrate, wie Glucose. Maltose, Mannit Oder Lactose, Oder ein Acetat. das entweder allein Oder in 
geeigneten Qemischen verwendet werden kann. Qeelgnete Sbckstoffquellen sind belspielsweise Aminosau- 

10 ren. wIe CasaminosMuren. Peptide und Proteine und ihre Abbauprodukte. wie Trypton, Pepton Oder Rei- 
schextrakte: weiterhin Hefeextrakte, Maizextrakt, wie auch Anr^moniumsalze. z.B. Ammoniumchlorid. -sulfat 
Oder -nitrat, die entweder allein Oder In geeigneten Mischungen verwendet werden konnen. Anorganische 
Saize, die ebenfalls ven^vendet werden kdnnen, sind z.B. Sulfate. Chk>ride, Phosphate und Carbonate von 
Natrium. Kalium. Magnesium und Calcium. 

75 Weiterhin enthalt das Medium z.B. wachstumsf6rdemde Substanzen. wie Spurenelemente, z.B. Gsen, 
Zink, Mangan und dergleichen, und vorzugsweise Substanzen. die einen Selektionsdruck ausQben und das 
Wachstum von Zellen, die das Expressionsplasmid verkDren haben, verhlndem. So wird dem Medium 
belspielsweise Amplcillin zugesetzt wenn das Expressionsplasmkj ein amp'^-Qen enthSIt Bn solcher 
Zusatz von antlbiotisch wirksamen Substanzen bewirkt auch, dafi kontaminierende. Antlbiotlka-empflndliche 

20 Mikroorganismen abgetdtet werden. 

Die Kultivierungsbedlngungen. wie Temperatur. pH-Wert des Mediums und Fermentat'onszeit. werden 
so ausgewShlt, da0 maximale VAC-Titer erhalten werden. So wird ein E cojh oder ein Hefe-Stamm 
bevorzugt unter aeroben Bedingungen In submerser Kultur unter SchQtteIn oder RQhren bei einer Tempera- 
tur von etwa 20 bis 40* C. vorzugsweise etwa 30* C. und einem pH-Wert von 4 bis 9, (vorzugsweise etwa 

25 30* C, und einem pH*Wert von 4bis 9). vorzugsweise bei pH 7, wdhrend etwa 4 bis 20h. vorzugsweise 8 bis 
12h. kultiviert Dabei sammelt sich das Expressionsprodukt intrazetlulSr an. 

Wenn die Zelldichte einen ausrelchenden Wert erreicht hat. wird die Kultivierung abgebrochen und das 
Produkt falls erforderlich. aus den Zellen des Mikroorganismus freigesetzt Zu diesem Zeck werden die 
Zellen zerstort, z.B. durch Behandlung mit einem Detergens. wie SDS oder Triton, oder mit Lysozym Oder 

30 einem gleichartig wirkenden Enzym lysiert. Altemativ oder zusatzllch kann man mechanische Krdfte, wia 
ScherkrMfte (z.B. X-Presse. French*Presse. Dyno-Mill) oder SchQtteIn mit QIasperien oder Aluminiumoxid, 
Oder abwechselndes Bnfrieren, z.B. in flOssigem Stickstoff, und Auftauen, z.B. auf 30* bis 40 *C, sowie 
Ultraschall zum Brechen der Zellen anwenden. Die resultierende Mischung, die Proteine. Nucleinsduren und 
andere Zellbestandteile enthalt. wird nach der Zentrifugation in an sich bekannter Weise an Proteinen 

35 angereichert. So wird z.B. der groi^te Tell der Nicht-Proteln-Bestandteile durch Poly^thylenimin-Behandlung^ 
abgetrennt und die Proteine einschlie0blich der VAC-Verbindungen z.B. durch SSttlgen der Ldsung mit 
Ammoniumsulfat oder mit anderen Salzen ausgefSllt Weitere Reingungsschritte umfassen belspielsweise 
chromatographische Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie. HPLC. Reverse-Phase-HPLC und der- 
gleichen. So erfolgt die Auftrennung der Mischbestandteile durch Oiaiyse. nach Ladung rnlttels Gel- Oder 

40 tragerfreier Elektrophorese. nach MolekC]lgro0e mittels einer geeigneten Sephadex-SSuIe, durch Affinit^t- 
schromatographie. z.B. mit Antlk5rpem, insbesondere monoklonalen Antikfirpem. oder mit Thrombin gekup- 
pelt an einen geeigneten Triger zur Afflnitatschromatographie, oder durch weitere. Insbesondere aus der 
Literatur bekannte Verfahren. 

Belspielsweise umfaBt die Isollerung der exprimierten VAC-Verbindungen die folgenden Stufen. Abten- 

46 nung der Zellen aus der Kulturldsung mittels Zentrifugation; Herstellung eines Rohextraktes durch Zerstdren 
der Zellen. z.B. durch Behandlung mit einem lysierenden Enzym und/oder abwechselndem Gnfrieren und 
Wiederauftauen; Abzentrifugieren der unldslichen Bestandteile; Ausflllen der DNA durch Zugabe von 
PolyMthylenimin; FMIIung der Proteine durch Ammoniumsulfat; Affinitsitschromatographie des geidsten 
Niederschlags an einer monoklonalen Anti-VAC-Antikdrper-SSule; Entsatzung der so gewonnenen Ldsung 

50 mtitels Dialyse oder Chromatographie an Sephadex Q25 oder Sephadex GIO. 

Weitere Reinigungsschritte schlieflen Gelfiltrationen an Sephadex G50 (oder G75) und Reverse-Phase* 
HPLC ein. Entsalzung wieder an Sephadex G25. 

Zum Nachweis der VAC-Aktivitat kann der Test mit Anti-VAC-Antikdrpem (z.B. aus Kaninchen/Maus 
erhMttliche. oder aus Hybridomazellen erhSltliche monoklonale Antikdrper) Oder kdnnen die in der EPA 0 

55 181 465 beschriebenen Tests herangezogen werden. 

Wie bereits erwMhnt ist der alkallsche Phosphatasepromotor besonders geeignet fQr die Expression der 
erfindungsgemaOen Proteine. 

Das Gen fQr die alkallsche Phosphatase (PhoA) aus E.coli untertlegt einer strengen Regulation. In 
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Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett abgeschaltet, bei Abwdsenheit von Phosphat im Medium 
ertblgt Genexpression. H.Shuttleworth et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986). p.8689 sowte C.N.Chang et al.. 
Gene 44 (1986), pp.121-125 beschreiben die Nuldeotidsequenz dieses Gens. Zur Konstruldion eines 
geeigneten Expressionsvelctors wurde aus mehreren Ollgonukleotiden die Promotonregion des PiioA Gens 
zusammengesetzt und in EcoRt-Clal geschntttenes pAT153 (Amersiiam) eingesetzt. Vor der ribosdmaien 
Bindungsstelle wurde eine Xhol Stelle eingefQhrt Die originale EcoRI Stelle wird beim Qnligieren des 
synthetisclien DNA-Fragmentes zerstort Nach der ribosomalen Bindungsstelle wurde ein Translationsstart- 
ATG vorgesehen, dessen G das erste Nuldeotid einer Sacl (=Ssti) Stelle ist. Der Expressionsvelctor ISflt 
sich durcii Sciinitt mit Sacl an dieser Stelle lineansieren und der dOberliang durcti Beliandlung mit DNA- 
Polymerase I * Klenow Fragment in Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende QberfOhren. Dadurcfi kann 
jedes beliebige Gen an dieser Stelle eingefUgt werden, fQr konrekte Bcpresslon muB es mit der ersten Base 
der kodierenden Region beginnen. 

Das Hindlll-Sall Fragment des pAT-Anteils wurde entfernt und durch den alkalischen Phospiiatase- 
Transkriptionsterminator ersetzt Die originaie Sail Stelle wurde zerstort. DafCir wurde sie vor dem Termina- 
tor zusammen mit der ebenfalls aus pAT153 deietierten Bam 141 Steile wieder eingebracht 

Die Sequenz der syntlietlscli hergesteilten DMA Ist in Fig.15 abgebildet Der resultierende Vektor wurde 
pRH284T genannt 

Zur Herstellung eines Vektors, der zur Expression von VAOaJfa geelgnet 1st wurde in den pRIH284T ein 
fUr VAC*aifa kodlerendss Dl^ MoiekOI eingefOgt Hierzu wurde beispieisweise der cDNA Kion pP6/5 mit 
Bglll und PstI geschnitten und das 980 bp lange Fragment isotiert, das den Hauptteil der kodierenden und 
ca 200 bp S'nichttrahsiatlerte Region enthSlt. Mittels Oiigonukleotiden wunje das feiilende 5'Ende der 
kodierenden REgion ersetzt Dabei wurde durch zwei Mutationen (GGC GQT, GIy-7 und ACT ACC, 
Tiir-6) ^ielchzeitig eine Kpni-Schnittstelle in die VAC-cDNA eingefuhrt 

Die Ongonukieotide hatten folgendes Ausselien: 



IEBI--678 llEBI-677 
5 * GCACA6GTTCTCA6AGGTACC6T6ACr6ACrTCCCTGaATTT6AT0A6C6Q6CT 
C6T6TCCAA6A6TCTCCATG6CACT6ACT6AA66GACCTAAACTACTC6CCCGA 
I EBI^680|t 

GAT6CA6AAACTCTTCGGAA66CTATGAAAG6CTT6GGCACAGATGA6GA6AGC 
CTACGTCTTTGAOAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 



llEBI-682 I 
ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 • 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGA6TCGCGGTCCTTTAGA6 5 • 

67911 EBI-6ai| 

Der so hergestellte Vektor wurde pRH291 genannt (Rg. 16). 

Zur Expression von VAC-beta wurde vorzugsweise als Expressionsvektor das Plasmid pER103 verwen- 
det (E.Rastl-Dworkin *et al.. Gene 21 (1983), 237-248). Der Vektor wurde mit HIndlll linearisiert Das 
5'ubertiangende Ende wurde mit dATP und DNA*Polymerase 1 / Klenowfragment partiell eingefulit, und der 
verbleibende Einzelstrangrest mit S1 Nuklease verdaut Der Vektor wurde mit BamHI naciigesciinltten und 
das grofie Fragment isoliert (Rg.17). In den so vorbereiteten Vektor wurde das fur VAC-beta kodierende 
DNA-MolekUl liglert iHierzu wurde beispieisweise aus dem Klon pRH203 das 440 bp lange l^aelll-BamHI 
Fragment isoliert. das die Codons 13 bis 157 enthSIt Das fehtende 5'Ende wurde durch Oligonukleotide 
erginzt: 
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EBZ-307 

5 • CCATGGCTTG6TGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 • 

3' GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5' EBI-306 

Oabei wurden fOr Exoli optimale Codons verwendet (zB. R.Qrantham et ai.» Nucleic Acids Res. 8 
(1980). 1893-1912). Dieser Codonaustausch resultierte in einer neuen Hindlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Nach 
dem Naclischnitt mit BamHI wurde das 5'terminale VAC-Fragment in den vorbereiteten pERIOS Velctor 
ligiert. Oer entsteliende Velctor wurde pRH21l benannt. Um die fQr VAC-beta Icodierende Region zu 
erganzen. wurde aus dem Kfon pRIH201 das 1230 bp (ange BamHI-Sphi Fragnrtent isoliert. Oer ca. 200 bp 
lange pBR322 Abschtnitt von BamlHI bis SphI aus dem Piasmid pRIH21 1 wurde entfernt und durcii den 
entsprectienden VAC-cDNA Teil ersetzt Es resultierte der Velctor pRIH212. Oas EcoRI-BamlHl Fragment, 
das den Trp-Promotor (S.marcescens). die ril30somale Bindungsstelie und den synthetisch hergestetlten 
Beginn des VAC-beta Gens enthSlt. wurde durch Sequenzieren QberprOft. Oer Nachweis des plasmidlcodier- 
ten VAC-beta erfolgte im IVIaxizeil-system (A.Sancar et al., J. Bacteriol. 137 (1979), pp.692-693.). 

Besonders bevorzugt fUr die Expression des VAC-beta ist die Konstaiktion eines Expressionsvelctors 
ausgehend von pRH284T. Hierzu wurde in den Expressionsvektor in geeigneter Weise das fUr VAC-beta 
kodierende Insert ligiert Als Ausgangsmaterial fUr dieses Insert kann belsptelsweise der Vektor pRH212 
dienen: 

Oer Expressionsvektor pRI-{284T wrude mit Sad linearisiert und die 3' QberhSngenden Ende mit ONA- 
Polymerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden GbergefOhrt Oer Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten. und das gro6e Fragment isoliert Oas Hindlll-Sall Insert des Klons pRH212 wurde isoliert Oas 
Oligonukleotidpaar 

5* QCTTG6T66AA 3* EBI-684 

3' CGAACCACCTTTCGA 5* EBI-685 

wurde mit dem VAC-beta Insert und dem vorbereiteten pRI4284T ligiert. Exoli HB101 wurde mit der 
Ugaselfisung transformiert. Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Rg.18). 

Oa in den Expressionsvektoren pRH291 (VAC-alpha) und pRH292 (VAC-beta) das Tetracyciinresistenz- 
gen vom Promoter bis zur Sall-Stelle deietiert worden ist, konnen diese Vekoren keine Tetracyctinreslstenz 
vermitteln. Tetracylin-resistente Expressionsvektoren erhSIt man belspielsweise durch die Kcmstruktion nach 
dem Scliema in Rg. 36. VAC-alpha und VAC-beta cONA weisen jeweils in der 3' nicht translatierten Region! 
eine SphI Stelle auf. Im beta-L^ctamase Gen des Vektors findet sich eine Pvul Stelle. Beide Erkennungsse- 
quenzen sind sInguiMr. Oaher kann durch Schnltt mit FVul und SplHl ein Teil des beta-Lactamase-Gens, der 
phoA-Promotor und die den gesamten kodierenden Teil der VAC-alpha Oder -beta plus etwas 3' nicht 
translatierter cONA aus den beiden Expressionsvektoren freigesetzt werden. Andererseits kann aus dem 
Plasmid pAT153 durch Schnltt mit Pvul und EcoRI der Rest des beta-Lactamase Qens. der Reptlkationsurs- 
prung und das gesamte Tetracyciinreststenzgen inklusive des Promoters freigesetzt werden. Werden die 
SphI- bzw. EcoRI Enden durch enzymatische Behandlung gerade gemacht erhMIt man hier kompatlbie 
Enden. Werden nun Vektor-Fragment und das VAC-alpha oder VAC-beta cONA enthaltende Fragment 
tigiert. entstehen Expressionsvektoren, die das komplette Tetracyclin enthaften: pGN25 (VAC alpha). pQN26 
(VAC-beta). 

Kompetente Wirtsorganismen. belspielsweise E.coii, besonders bevorzugt E.coli IHB101 wurden mit den 
so hergestetlten Expressionsvektoren transformiert und in geeigneten Medien kultiviert. 

Bn fOr die Expression von VAC-alfa und VAC-beta gut geeignetes Medium sei im folgenden mit seinen 
Komponenten angefOhrt. 
0,2 - 2,0 g/l (NH4)2HP04 
0,1 - 1,5g/i K2HPO4.3H2O 
0.1 - 5 g/l KCI 
0.1 - 10 g/l NaCI 
0 - 5 g/l NHiCl 
0.1 - 5 g/l MgS04.7H20 
0.001 - 0.1 g/l CaCl2 
1-50 mg/l Thiamin.HCI 
0.5 - 100 mg/l (NH4)2Fe(S04)2.6H20 
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0,1 - 5 mg/l AlCb.SHaO 

0.1 -10mg/lCoC!2.6H2O 

0.2 - 5 mg/l KCr{SO*)2.12H20 

0.1 - 5 mg/l CuS0^.5H20 
5 0.05 - 1 mg/l H3BO3 

0.1 - 5 mg/l MnSO^.HaO 

0,1 • 5 mg/l NiS04.6H20 

0.1 - 5 mg/l Na2Mo04^H20 

0.1 - 5 mg/l ZnSO*.7H20 
70 10 * 30 g/1 Caseinhydrolysat (Merck Art# 2238) 

0 - 100 g/i Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

0.10-1 mg/1 Cystein 

0 * 10 g/l Hefeextrakt (Difco) 

0 • 2 g/l Citronensaure 
IS 0 - 50 g/l Glucose (Start) 

5 - 50 g/l Glucose (ZufQtterung wMhrend der Fermentation 
Besonders geeignet ist das Medium der Zusammensetzung: 



do 

Medien: 1) Voricultur 

10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
25 4 g/l Glucose 

9 g/l Na2HP04.2H20 
1 g/l NHiCI 
1 g/l KCI 

1 ml/1 1M MgS04.7H20 
30 100 mg/l /Vmpicillln 
Start-pH - 7.2 



35 2) Hauptkultur 

0.68 gn (NH*)2HP04 

0.62 g/l K2HP0*.3H20 

2.33 g/I KCI 
40 O^gilNaCI 

0.53 g/l NH4CI 

1.23g>1MgS04.7H20 

0.011 g/ICaCl2 

10 mg/l Thiamin.HCI 
45 3.92 mg/l (NH*)2Fe(S0i)2.6H20 

0.72 mg/l AICI3.6H20 

0.71 mg/l CoC!2.6H20 

1.5 mg/l KCr(SO*)2.12H20 

0,75 mg/l CUSO4..5H2O 
50 0.19 mg/l H3BO3 

0.51 mg/l MnSOi.HaO 

0,79 mg/l NiSO^.OHaO 

0.73 mg/l Na2Mo04.2H20 

0,86 mg/l ZnSO*.7H20 
55 21 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art# 2238) 

25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein 

2 g/l Hefeextrakt 
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I g/1 CitronensSure 

II g/1 Glucose.HsO (Start bzw. Feed) 

Zur Fermentation wurde beisplelswelse das Vorkulturmedium mit E.coli. transformiert mit dem entspre- 
chenden Expressionsvektor. angeimpft und unter RUhren und Sauerstoffzufuhr Inkubiert En Teii dieser 

5 Vorkultur wurde dann in einen Fermenter mit dem Haupticultunnnedium UberfUhrt und unter RQhren und 
6elGften kult'viert Wlhrend der Fermentationszeit wurde die Qlucosekonzentration und der Sauerstoffpar- 
tialdmck beobachtet und entsprechend optimiert. Nach etwa 20 Stunden Fermentationszeit wurde der 
Ansatz abgekOhIt, das Nahrmedium von der Biomasse abgetrennt und eingefroren. 

Der Nachweis der exprimierten Proteine erfoigte beispietsweise durch Western Blot. Oas Ergebnis ist in 

10 Fig. 19 weitergegeben. 

" + Phosphaf* ist die Kontrolle ohne Expression, "•Phosphat'* zeigt die Expression von VAC-aifa (Klon. 
HB101/pRH291) bzw. VAC-beta (Klon HB101/pRH292) Protein unter der Kontrolle des alkalischen Phospha- 
tase Promotors. Sowohl VAC-alfa als auch VAC-beta Protein sind berelts auf dem gef§rbten Gel zu 
erkennen. Die gebildete Menge an VAC-Proteinen betrSgt Gberraschenderweise mindestens 20 

76 mg/l/ODeoonm Bakterienkuftur. 

Der Western Blot zeigt deutlich die angefSrbte VAC-alfa Bande. ZusStzlich sind einige Proteine 
niedrigeren Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar. die mSglichenvelse durch proteolytische 
Spaltung am N-und/oder C-Terminus des VAC-alfa Proteins entstanden sind. AuffSllig Ist au0erdem ein 
durch das Antiserum erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD, das ein durch Proteoiyse entstandenes 

20 HalbmoIekQI des VAC-alfa Proteins darsteilen kdnnte. Oberraschenderwelse wurde auch VAC-beta durch 
Anti-VAC-Antisemm erkannt Da dlese Bande wesentilch schwMcher als die VAC-alfa Bande gefMrbt ist. 
andererjseits aber die VAC-beta Bande im Coomassie Biau gefarbten Gel in ihrer Intensitit dem VAC-alfa 
entspricht. ist daraus zu schliefien, daB die Erkennung des VAC-beta Proteins durch das Anti-VAC- 
Antiserum wesentlich schlechter als jene des VAC-alfa Proteins erfolgt 

25 Zur Isolierung und Reinigung der exprimierten Proteine wurde die gefrorene Biomasse in einem 
geeigneten Lyse-Puffer suspendiert. Die Zeilen wurden anschlie0end mechanisch. beisplelswelse durch. 
eine Manton-Gaulin Presse zerstdrt. Nach Zugabe eines f^llungsmittels fUr Nicht-Protein-Bestandteile, wie 
Polyethyienimln. wurden die festen Bestandtelle beisplelswelse durch Zentrlfugation entfemt Nach AusfMh 
lung der Proteine, vorzugsweise durch Ammoniumsulfatfraktionlerung, AuflSsung des Prazipitates, Entfer- 

30 nung des Faiiungsmittels und KIMrung der Ldsung wurde der so erhaltene Extrakt verschiedenen 
chromatographischen Reinigungsschritten unterworfen. Anstelle der AusfSllung der Proteine IMOt sich der 
rohe VAC-Extrakt auch durch eine chromatographische Von-einigung soweit reinlgen. dafi er anschlie^end 
einem Relnigungszyklus unterworfen werden kann. Als geeignetes SMulenmaterial fOr die Vonreinlgung hat 
sich beispielsweise Si02 herausgesteiH. doch sind auch andere Materiaiien mit Shniichen Egenschaften 

35 geeignet. Erfindungsgem§B wurde Silica Catalyst, Canier, Grade 953 W der Rrma Grace verwendei 

Ein fUr die Reinigung der erfindungsgemSflen Proteine geeigneter chromatographischer Relnigungszyklus 
bestand beispielsweise aus einer DEAE-Fast-Row-Sepharose-. einer Sephacryl S-200 High Resolution- und 
einer Q-Sepharose-Fast-Flow-Chromatographie. Die Reinheit der so erhaltlichen erfindungsgema/Sen Pro- 
teine wurde mittels SDS-PAGE. Western Blot. Gelpermeattons HPLC. Reverse HPLC und isoelektrischer 

40 Fokussierung bestimmt 

Die fOr sSmtliche Kuitivierungs-. Isollerungs- und Reinigungsschritte erforderlichen einzuhahenden 
Parameter wie Temperatur, MengenverhSltnlsse, Relhenfolge der einzeinen Schrltte. pH-Werte« besondere 
Reagentien etc. sind dem Fachmann bestens bekannt. Die unten angegebenen Belspleie kdnnen. falls 
gewunscht in geeigneter, dem Fachmann bekannter Weise abgewandett werden. 

45 Von besonderer Bedeutung ist die Frage. ob ein durch gentechnische IVIethoden hergestelites VAC- 
Proteln. Im fblgenden kurz r-VAC genannt. mit dem aus natUrilchem Material erhaltlichen VAC-ProteIn (s. 
EPA 0 181 465), im folgenden VAC genannt. identisch Ist identlsch sowohl In seiner Struktur als auch In 
seinen biologischen Eigenschaften. 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden folgende Methoden verwendet 

50 1. Geipermeatlons-MPLC 

2. Reverse Phase HPLC 

3. N-terminale Sequenzlerung 

4. Tryptlsche Peptid Karte 

5. SDS-Geleiektrophorese 
55 6. Western Blot 

7. Isoelektrische Fokussierung 
Die Gelpermeations-HPLC weist fOr VAC ein Molekulargewicht von 34.000. fOr rVAC von 33.000 auf, 
was innerhalb der Genauigkeit der Methode als gleichwertig zu betrachten ist. Es ist zu beachten, dai3 die 
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verwendete SSule streng genommen ntcht nach dem Moidkulargewicht sondem nach der MolekQIgrd0e 
dtfferenziert 

Bei der Reverse Phase HPLC eluieren beide Proteine nach einer Retenttonszeit von etwa 29 Minuten. 

Die N-terminale Sequenzierung des r-VAC bis zur Amfnossiure 39 ergab 100%ige Obereinstimmung mit 
5 der erwarteten Sequenz. N-terminales Methlonln, oft bei gentechnisch hergestellten Proteinen zusStzllch 
anzutreffen, konnte Obenraschenderweise nicht nachgewiesen werden. Wie zu erwarten war, liegt der N' 
Terminus des r-VAC unblockiert vor. 

Bei dem Vergleich der tryptischen Fragmentlerung ergab sich ein praktisch tdentisches Peptidmuster; 

Auch der Vergleich der beiden Protein© mittels SDS-PAGE zelgte praktisch gleichartiges Verhalten. 
10 Beide beinhalten dimere Formen. die offensichtlich Qber DisuIfidbrQcken gebunden sind und mit Dithiothrei- 
tol reduziert werden konnen. 

Ebenso bestatigte der immunologtsche Vergieich durch Westem Blot die IdentitSt der bekjen Proteine. 

Der bei der Bmittlung des isoeiektrischen Punktos festzustellende Unterschied von +0,1 pH-Einhelten 
be! r*VAC laflt sich durch den freien N-Terminus erklaren. 
75 Zur Oberprufung der biologischen Aktivitat des r-VAC wurden verschiedene Koagulationstest durchge- 
fQhrt und die Ergebnisse mit denen verglichen, die mit VAC aus natGrlichem IVtaterial erhalten wurden. Alie 
durchgefQhrten Tests, der modifizierte Prothrombin Zeit Test, ebenso wie der Thrombin Test ebenso wie 
die Faktor Xa-Generation In Gewebefaktor-aktiviertem Plasma t)elegen eindeutig* dafi r-VAC biologlsche 
Aktivitat aufweist, und dafl diese nicht zu unterscheiden ist von der des VAC aus natGriichem Material. 
20 Die aus der cDNA abgeleiteten Aminos^uresequenz fdr VACiS zeigt eine 54% l-lomologie zu VAC-a. 
Auf^rund dieses Befundes wurden einige biologlsche Aktivl^ten von VAC-i9 mit denen von VAC-a 
verglichen. 

1. Der Effekt von VAC-a und VAC-/3 auf die Prothrombinase-Aktivitat: Fig. 47 zeigt dafl beide 
Proteine VAC-a und VAC-iS den gieichen inhibitorischen Effekt auf die Prothrombinase-AktivitSt ausQben, 

25 was den blelchen Mechanismus fur die Koagulationsinhibitation vermuten laR 

2. Phosphollpase Inhlbitationsaktivitat wie bereits erwShnt lassen sich VAC-a aufgrund Ihrer PrlmSr- 
struktur und VAC-)? In die Famllie der Amexine einordnen. (Gusow, M.J. (1987) Febsletters 203. 99-103). 
Enige andere Mitglieder dieser Familie, z.B. Calpactin I und II haben sich als Phosphollpase Inhibitoren 
herausgesteilt Ihre Aktivitat beruht auf einer Calcium-abhMngigen Bindung an die Phospholipide wodurch 

30 sie den Angriff der Phosphollpase auf ihr Substrat blockleren (Davidson et al. (1987) J. Biol. Chem. 262, 
1698-1705. 

Da nun VAC-a und VAC-^ Calcium-abhangig an Phospholipide binden, wurde QberprUft ob die beiden 
Proteine ebenso auch mogliche Antlphospholipase-Aktivitaten aufweisen. Bn Testverfahren mit ^-H-6lsaure 
marklertem Ecoli wurde hierzu verwendet 

35 Die Rguren 48 und 49 zeigen, 6aB sowohl VAC-a als auch VAC-i9 Phosphollpase AktivltSt inhibieren, 
Welterhin sind beide Proteine unter den gewahelten Bedingungen gleich aktiv. 50% Inhibition wurde bei ca 
65 mM VAC-a Oder VAC-j8 beobachtet Verminderung der Substrat Konzerrtrafion auf die HSIfte resultierte 
in einer Reduzierung der IDso von VAC auf die HMIfte. Dies ist ein Hinwels darauf. daQ VAC auf der 
Substratebene agiert. Folglich findet VAC wahrschelnlich an die Phosphollpidmembranen und Inhlbiert 

40 hierdurch die Phosphollpase Aktivltit 

Calpactin I bindet an Phosphollpidmembranen auf dem mikromolaren Ca^* Level (Drust, D.S. & 
Cremitz. C.E. (1988) Nature 331. 88-91). Daher wurde untersucht ob VAC in der Lage ist. Phospholipase- 
Aktl^tSt bei geringer Calcium Konzentration zu inhibtieren. Da die pankreatische Phosphollpase Aa bei 
Ca Konzentrationen unter 50 mM inaktiv war. was das die niedrigste venwendete Konzentration. Die 

45 Rguren 50 und 51 zeigen die Caidum-Abhingigkelt der VAC Induzierten inhibition der Phosphollpase 
AktivftSt Bel alien Ca""^ Konzentrationen zeigte sowohl VAC-a als auch VAC-i9 Inhibitor-AktivitSten. Doch - 
scheint ein funktionelier Unterschied zwischen VAC-a als auch VAC-j8 Inhibitor-AktivitMten. Doch scheint ein 
funktioneifer Unterschied zwischen VAC-a und VAC-j3 zu bestehen. Bei der niedrigsten Ca^ ^-Konzentration 
war VAC-/8 signifikant aktiver als VAC-a. Dies konnte implizieren, dad VAC-/? weniger Ca** zur Membran- 

50 bindung bendtigt 

VerfahrensgemS/3 erhSltliche VAC-Proteine konnen in an sich bekannter Weise in andere VAC-Proteine 
(Peptide) uberfuhrt werden. 

Untersuchungen haben gezeigt, daP DisuIfidbrQcken fur die gerinnungshemmende AktivitSt von natQrll- 
chem VAC ohne Bedeufung ist Je nach Wahi der Wirtszelie kann nicht ausgeschlossen werden, 6bB eine 
55 VerknOpfung der Cystein-Reste im primSren Translatlonsprodukt unter Bildung von DisulfldbrOcken in einer 
Weise erfolgt, die sich vom naturlich ablaufenden Vorgang unterscheidet Es ist moglich, dafl die sich 
einstellende "falsche- Tertiarstruktur des Produktes eine Verminderung oder sogar den Verlust, evtl. aber 
auch eine Verbesserung. der wertvollen pharmakologischen Bgenschaften^ insbesondere der gerlnnung^ 



18 



EP 0 293 567 A1 



shemmenden Aktivitat, zur Folge hat, was sich mit Hilfa der oben genannten VAC-Assays feststellen ISflt In 
einem solchen Fall ist es gagebenenfalls zweckmSfiig, die Disutfidbindungen mit einem geeigneten 
R6duktionsmittel zu spalten und das reduzierte Polypeptid zur NeuknQpfung der Dtsulfidblndungen mit 
einem geeigneten Oxidationsmtttei zu behandeln: Anhand der VAC-Alctivitat des gebildeten Produktes I9fit 
5 sich feststellen, ob die gewShlten Bedingungen (Reduktions-und/oder Oxidationsmittel) zur gewOnschten 
Steigerung der biologischen Aktivitdt gefOhrt haben Oder ob die Bedingungen in bekannter Weise modifi- 
ziert werden mOssen. 

Zur Aufspattung von DisulfidbrUcken geeignete Reduktionsmittel sind beisplelsweise Thiol-Verblndun- 
gen, wie Thiophenot, 4-Nitrothiophenol. 1 .4-8utandithioi und insbesondere 1,4*Dithiothreit 

70 Die Reduktion wird vorteilhaft In einem w§firig*alkallschen Medium, beisplelsweise In der verdUnnten 
wassngen Losung elnes Alkalimetalihydroxids, z.B., Natriumhydroxid. Alkalimetallcarbonats. z.B. Natnum* 
carbonats. Oder einer organischen Base, Insbesondere eines TriniederalkyiaminSt z.B. Triathylamin. bei 
Raumtemperatur durchgefUhrt. 

Oxidationsmittel. welche zur NeuknQpfung von Dtsulfidblndungen in den reduzierten Polypeptiden 

75 geeignet sind, sInd beisplelsweise Luftsauerstoff, welcher durch eine wdssrige L5sung des Polypeptlds, der 
gegebenenfalls eine kataiytische Menge eines Obergangsmetallsatzes. z.6. Qs6n-(lll)*suifat. Bsen-(lli)* 
chlorid Oder Kupfer-(li)-sutfat. beigefOgt wurde, geieitet wird; Jod, auch in Fonn des Kaliumjodid-Adduktes 
KJa. welches vorzugsweise in alkoholischer, z.B. methanollscher, oder w9ssrig*atkoholischer, z.B. wSssrig- 
methanolischer Losung eingesetzt wird; Kaliumhexacyanoferrat-(lll) in wissriger Ldsung; 1,2-OiiodMthan 

20 Oder AzodicarbonsSuredimethylester oder -diSthylester, welche in Wasser oder in einer Mischung beste- 
hend aus Wasser und einem mit Wasser mischbaren Aikohol, z.B. Methanol, zur Reaktion gebracht werden. 
Die Oxidation wird insbesondere bei Fteumtemperatur ausgefUhrt. 

Die Abtrennung der Reagentien. insbesondere der Saize und der Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel 
und ihrer Folgeprodukte, von der gewQnschten VAC-Verbindung erfotgt nach an sich bekannten Methoden, 

25 beisplelsweise durch Molekutargewichtsfittration, z.B. an Sephadex oder Blogel. 

En verfahrensgema0 erhaltliches Qemisch von Verbindungen mit VAC«Aktivit§t kann In an sich. 
bekannter Weise in die einzeinen Komponenten aufgetrennt werden. Geeignete Trennverfahren sind 
beisplelsweise chromatographische Verfahren, z.B. Adsorptlons-Chromatographie, lonenaustau- 
schchromatographie, HPLC oder Reverse-Phase HPLC, ferner multipilkative Verteilung oder eiektrophoreti- 

30 sche Methoden, z.B. Eiektrophorese an Ceiluloseacetat oder Qeleiektrophorese. insbesondere 
Poiyacrylamid- Gelelektrophorese ("PAGE"). 

Die erfindungsgemSfi herstetlbaren Verbindungen k5nnen nicht nur in freier Form, sondem auch in 
Form Ihrer Salze. insbesondere ihrer pharimazeutisch annehmbaren Salze, vorllegen. Da sle mehrere 
Aminosaurereste mit freien Aminogruppen enthalten, konnen die erflndungsgemdflen Verbindungen z.B. in 

35 Form von Sgiureadditionssalzen vorllegen. Als S£iureadditionssalze kommen insbesondere physiologisch 
vertrSgliche Salze mit Ubilchen. therapeutisch anwendbaren Sduren in Betracht; als anorganlsche SSuren 
sind die Halogenwasserstoffsauren. wie die Chlorwasserstoffsdure. aber auch SchwefelsSure und Phosphorr 
bzw. PyrophosphorsSure zu nennen; als organische Sluren sind in erster Linle SutfbnsSuren. wie die 
Benzol- Oder p-Toluosuifons3ure oder NIederalkansuifonsduren, wie MethansulfonsSure, sowie CarbonsSu- 

40 ren. wie Essigsauren. Miichsaure. Palmltln-und StearinsMure, ApfeisMure. Welnsaure. AscorblnsMure und 
CitronensSure geeignet Da die VAC-Verblndungen auch Aminosaurereste mit freien Cart)oxylgruppen 
enthalten, konnen sie auch als Metallsalz, insbesondere ais Alkalimetall- oder Erdalkaiimetallsalz, z.B. 
Natrium-, Calcium- oder Magnesiumsalz. oder auch als Ammoniumsalz« abgeieitet von Ammoniak oder 
einer physiologisch vertr§glichen, organischen stickstoffhaltigen Base, vorllegen. Da sie aber zugteich freie 

46 Carboxylgruppen und freie Aminogruppen enthalten. kdnnen sie auch als innere Salz vorllegen. 

Je nach Arbeitsweise erhStt man die erfindungsgemsifien Verbindungen in freier Fomn. In Form von 
SSureadditionssalzen oder Salzen mit Basen. Aus den S3ureadditionssaizen und den Salzen mit Basen 
konnen in an sich bekannter Weise. beisplelsweise durch Einstellen des plH-Wertes auf den isoelektrischen 
Punkt die freien Verbindungen gewonnen werden. Von letzteren wiederum lassen sich durch Umsetzen mit 

so Sauren bzw. Basen. z.B. mit solchen. die die oben genannten Salze bilden, und Eindampfen oder 
Lyophilisieren therapeutisch annehmbare Saureadditionssaize bzw. Saize mit Basen gewinnen. 

Die Egenschaft von Antikdrpern, spezifische Antigene zu binden, findet auUerhalb des K5rpers prakti- 
sche Anwendung bei der qualitativen und quantitativen Bestimmung (Immuno-Assay) und bei der Reinigung 
der Antigene (ImmunoafflnltStschromatographle). Serum immunisierter Tiere enthSit nonnalerweise eine 

55 Vielzahl verschledener Antikarper. die mit dem gleichen Antigen an verschledenen Bindungsstellen mit ver* 
schiedener AfRnttSt reagieren. dazu aber auch Antikorper gegen andere Antigene, die die frOheren 
Erfahaingen des Indivlduums widerspiegeln. Die erfolgreiche Anwendung von AntikSrpem zur Bestimmung 
und Reinigung von Antigenen erfordert aber hohe SpezifitSt und Reproduzierbarkeit; 
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Homogene Antikorper. die diese Anforderung erfQIIen. sind durch did von Kdhler und Mllstein (17) be- 
schriebene Hybridoma-Technik zugMngiich geworden. Prinzipiell besteht die Teciintk darin, dafl Antikdrper 
aussclieidende B-Lymphozyten, z.B. aus der MWz, Immunlsierter Ttere mit Tumorzellen verschmolzen 
("fusioniert") werden. Die geblldeten Hybridoma-Zellen kombinieren die FShigkeit zur unbegrenzten Ver- 

5 mehrung durch Teilung mit der Fahigkeit einen einheitlichen Typ Antikorper zu bilden und auszusciieiden. 
Ourch Kultivlerung In einem selektiven Medium, in dem nictit fusionierte Tumorzeilen absterben, 
Hybridoma-Zeilen sich aber vermehren. und durch geeignete Manipulationen kfinnen Kloner d.h. Zeiipopula- 
tionen. die sich von einer einzigen Hybridoma-Zeile ableiten und genetisch identisch sind, gewonnen und 
kultiviert und die durch die Zellen produzierten monoklonalen Antikorper isoliert werden. 

10 Die vorliegende ErTindung betrifft monoklonaie Antikdrper gegen VAC. Hybridomazeiten, die solche 
AntikSrper produzieren und Verfahren zu ihrer Hersteilung. Bevorzugt sind Hybridomazeilinfen und die von 
diesen ausgeschiedenen monoklonalen Antikdrper. die spezifisch mit VAC reagieren. Das Verfahren zur 
Herstellung von monoklonalen Ahti-VAC-o und Anti-VAC-/8-AntikSrpem ist dadurch gekennzeichnet. dafl 
man MSuse mit VAC Immunisiert. B-Lymphozyten derart immunisierter Trere mit Myelomazellen fusioniert, 

75 die gebildeten Hybridomazeilen kloniert, dann in vitro Oder durch injektion in Mausen kuitiviert und aus den 
Kulturen Antikorper isoliert 

Die Erfindung betrifft femer Immuno-Affinitatschromatographle-Sauten und Test-Kits fQr Immunoassays, 
die diese Antikdrper enthalten. 

Nach dem erfindungsgemai^en Verfahren werden M3use. z.B. BaIb/c*MSuse, auf an sich bekannte 

20 Weise immunisiert in einer bevorzugten AusfUhaingsfonm winj VAC etwa wcSchentlteh Oder auch in 
grdJSeren AbstSnden wahrend mehreren Wochen, belspielsweise 5 bis 12 Wochen, tnjiziert bis sich eine 
genugende Zahl Antikdrper-produzierender B-Lymphozyten geblidet hat 

Zur Steigerung der ImmunogenitSt des eingesetzten VAC wurde es an stark immunogene Trager wie 
beispielsweise heterologes Albumin Oder "keyhole limpet hemocyanin" (KLiH) gekoppelt. Bevorzugt wurden 

25 verschiedene VAC/KLH Priparationen etngesetzt, wobei nach einem immunisierungsschema so lange 
Immunisiert wurde. bis sich genQgend Antlkorper-produzierende Zellen geblkJet hatten, belspielsweise bis 
zu ca 40 Wochen. B-Lymphozyten enthaltende Organe. z. B. Milzzellen. der immunisterten MSuse werden 
entnommen und mit sotctien Myelomazellen fusioniert. die aufgrund einer Mutation in einem selektiven 
Kulturmedlum nicht wachsen. Solche Myelomazellen sind bekannt und sind beispielsweise jene mit der 

$0' Bezeichnung X63-Ag8. )C73-Ag8.6.5.3, MPC-11. N$1-Ag4/1, MOPC-21 NS/1 Oder SP 2/0. In einer bevorzug- 
ten AusfOhrungsfbnfn werden Milzzellen immunlsierter MSuse mit Myetomazellen der Zell-Unie X63* 
Ag8.6.5.3 fusioniert 

Die Fusion wird nach an sich bekannten Verfahren durch Mischen der B-Lymphozyten und der 
Myelomazellen unter Zugabe eines Zelifusionsagen, wie Polyethylenglykol, Sendai^Virus. Calciumchlorid 

35 Oder Lysolecithin durchgefuhrt. Vorzugsweise wird in Gegenwart von Polyethylenglykol, beispielsweise mit 
einem Molekulargewicht zwtschen 1000 und 4000, fusioniert. 

Nach der Fusion werden die entstandenen Hybride nach einem an sich bekannten Verfahren in einem 
selektiven Kulturmedlum, das mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) komplementlert 
ist kultiviert Nicht fusionierte Myelomazellen konnen in diesem Medium nicht wachsen und sterben ebenso 

40 me normale Lymphozyten. 

Die Oberstgnde der Hybridoma-Kulturen konnen mit an sich bekannten Ve/fahren auf ihren Gehalt an 
spezifischen Antlkdrpem gepruft werden, beispielsweise mit Radio-lmmundassay, EUSA Oder Aggiutinie- 
rung. Dabei wird Qben'aschenderweise festgestellt daB mit dem beschrlebenen Ver^ren Hybrktoma-Zellen 
gewonnen werden konnen. die Antikdrper spezifisch gegen VAC ausscheiden. Die Hybridomazeilen, die 

46 Antikdrper der gewQnschten Spezifit^t produzieren. werden aus dem aus der Fusionierung hervorgegange- 
nen Gemisch verschiedenster Hybridomazeilen durch Klonieren herausselekticniert Dazu werden nach 
einem an sich bekannten Verfahren, das "limiting dilution" genannt wird, Kulturen ausgehend von einer 
einzigen wachsenden Zelle angesetzt 

Zur Massenproduktion werden die Hybridoma-Zellklone, die Antikdrper der gewQnschten SpezifltSt 

50 produzieren. entweder in an sich bekannten Medien in vitro kultiviert Oder zur Vermehrung in MSuse 
injiziert In einer bevorzugten AusfQhrungsform werden Hybridomazeilen in mit Pristan vorbehandelte M3use 
injrziert, Aszifes-FIQssigkeit entnonfimen und daraus durch ^llung mit Ammonfumsulfat*Ldsung Antikdrper 
Isoliert. 

Die mit Hilfe dieser Hybridomazeilen gewonnenen VAC spezifischen Antikdrper konnen auf an sich 
55 bekannte Weise fur die Herstellung von Immuno-Affinitatschromatographie- Saulen verwendet werden. In 
einer bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung wird ein geeignetes Tragenmateriaf (suspendiert in einer 
Pufferidsung) mit einer Antikdrper-Ldsung versetzt, ungebundene Anteile werden anschlleOend ausgewa- 
schen und unbesetzte Stellen des TrSgermaterials blockiert 
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Die mit Hitfe der Hybridomazeilen gewonnenen VAC spezifischen Antikdrper kdnnen auf an sich bek^ 
Weise fUr die Herstellung von Test-Kits verwendet werden. Diese Test-Kits kdnnen auf verschies" 
Methoden beruhen. beispielsweise auf Radlo-lmmuno-Assay. Latex-Agglutinierung. TQpteKTests, Kg# 
bve Oder Sandwich-Radlo-lmmunoassay, Enzym-lmmunoassay, Immuno-Fluoreszenz Oder ImmunodI' 
5 schen Enzym-Tests. Solche Kits konnen neben gewohnlichen Antikdrpem verscWedener 
Antikdrper-Konjugate mit Enzymen Oder RuoreszenztrSgem enthalten. dazu VAC maridert mit radio* 
Isotopen wie J^^. oder konjugiert mit Enzymen, beispielsweise mit Meerrettich-Peroxidase Oder aikaifr* 
Phosphatase, femer Enzymsubstrate. geelgnete Puffer, Gele. l-atex, Polystyrol Oder andeie FDIImafi» 
und Trager. 

70 Die gemS0 der vorliegenden Erfindung erhaitlichen bekannten Proteine (Peptide) weisen watt 
pharmakologische Bgenschaften auf und konnen prophylaktlsch Oder insbesondere therapeutisch ang» 
det werden. 

Die erflndungsgemaflen neuen VAC Verblndungen k5nnen daher In Analogie zu natOrfichen VJfii 
Therapie und Prophylaxe von Thrombosen und Thromboembolien, einschlleBlich zur ProphylaxM 
15 postoperativen Thrombosen. zur akuten Schock-Therapie (z. B. bel septischem oder polytraumatiito 
• Schock), zur Therapie von Verbrauchskoagulopathien. bei HSmodialysen. HSmoseparationea BlutkonBB 
und im extrakorporalen Kreislauf verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalis pharmazeutische Zusammensetzungen. welche wenigstens einfr 
erfindungsgemMfien Verblndungen oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salze. gegebenenfails a» 
20 men mit einem pharmazeutisch annehmbaren TrSger und/oder Hilfsstoffen, enthalten. Diese Zusamnrt 
zungen konnen insbesondere bel den oben angegebenen Indlkationen Verwendung finden, wenn siiA 
parenteral, wie intravends, intracutan, subcutan Oder IntramuskulMr. oder toplsch verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalis die Ventvendung der erfingungsgemafien neuen Verblndungen uretti 
enthaitende pharmazeutische Zusammensetzungen fQr die prophylaktische und therapeutische Beharfli 
25 des menschlichen und tierischen Korpers. insbesondere bel den ober\ angegebenen KrankheltsbikM^ 
erster Unie zur Hemmung der Gerinnung des Blutes innerhaJb und auflerhalb des menschachen 
schen Kdrpers. 

Die Dosiemng h9ngt in erster LInie von der spezifischen Verabrelchungsform und vom 
Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die Gr5fie der Einzeldosen sowie das Verabreichungsschema 

30 besten anhand einer indivlduellen Beurteitung des jewelllgen Krankheitsfalles bestimmt werden: 
erforderiichen Methoden zur Bestimmung von relevanten Blutfaktoren sind dem Fachmann gelSd 
Normalfall liegt bei einer Injektlon die therapeutisch wirksame Menge der erfindungsgemSUien Verbiniiip 
im Dosisbereich von etwa 0.005 bis etwa 0.1 mg/kg K6rpergewicht. Bevorzugt wird der Berelch ymam 
0,01 bis etwa 0.05 mig/kg Korpergewicht. Die Verabrelchung erfolgt durch Intravenase. Intramuskuiaiu* 

35 subcutane Injektion. Dementsprechend enthalten pharmazeutische Praparate zur parenteralen VeriW- 
Chung in Bnzeldosls-Form in AbhSngigkeit von der Applikationsart pro Dosis etwa 0,4 bis etwa 7,5i^fc 
erfindungsgemai^en Verbindung. Neben dem WIrkstoff enthalten diese pharmazeutischen ZusamnBHtt* 
zungen Qblicherweise noch einen Puffer, z. B. einen Phosphatpuffer der den pH-Wert zwischen etirtS 
und 7 halten soil, und ferner Natriumchlorld, Mannit oder Sorbit zur Bnstellung der Isotonle. Sie k u i —a 

40 gefriergetrockneter oder gelSster Form vorllegen, wobel LSsungen ein antibakteriell wirkendes Konsi»- 
rungsmlttel. z. B. 0.2 bis 0.3 % 4-Hydroxybenzoesauremethylester oder • ethylester. enthalten k6nim& 
Praparat fOr die topische Anwendung kann als wSssrIge Losung. Lotion oder Gelee, dilge LSsum A 
Suspension, oder fetthaltige oder insbesondere Emulsions-Salbe vorllegen. Qn PrSparat in Fbm«tar 
wSssrigen Losung erhSIt man beispielsweise dadurch. daB man die erfindungsgemaBen Wirkstoffe oteA 

45 therapeutisch annehmbares Saiz davon In einer wassrigen Pufferlosung von pH 4 bis 6.5 I5st und gpA- 
schtenfalis einen weiteren Wirkstoff. z. B. ein Antiinflammatorikum. und/oder ein polymeres Haftmittdlz-B. 
Polyvinylpyrrolidon. und/oder ein Konsen/ierungsmittel zufugt Die Konzentration des Wirkstoffs boifffl^ 
etwa 0.1 bis etwa 1.5 mg. vorzugsweise 0.25 bis 1,0 mg. in 10 ml einer L5sung bzw. 10 g eines GelesL 
Eine olige Applikationsform fOr die topische Verabrelchung erhMIt man beispielsweise durch Suspemie- 

50 ten der erfindungsgemaBen Wirkstoffe oder eines therapeutisch annehmbaren Seizes davon in einem Oel 
gegebenfalls unter Zusatz von Queilmittein, wie Aiuminiumstearat* und/oder grenzflSchenaktiven 
(Tensiden). deren HLB-Wert Chydrophllic-llpophilic-balance") unter 10 Ilegt. wie Fettsauremonoester i 
wertiger Alkohole. z. B. Qlycerlnmonostearat, Sorbltanmonolaurat, Sorbitanmonostearat Oder Sorbitanmch 
nooleat. Eine fetthaltige Salbe erhSIt man z. B. durch Suspendieren der erfindungsgemSBen WIrkstofle oder 

55 deren Salze in einer streichbaren Fettgrundlage. gegebenenfails unter Zusatz eines Tensids vom HLB-Wert 
unter 10. Ene Emuisionssalbe erhalt man durch Verreiben einer wSsserigen Ldsung der erfindungsgemS- 
Ben Wirkstoffe oder deren Salze in einer weichen, streichbaren Fettunterlage unter Zusatz eines Tensids, 
dessen HLB-Wert unter 10 liegt. /MIe diese topischen Appltkationsformen kdnhen auch Konservierungsmittel 
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T^r^J^iT^'' ^^^^ ^<-^.se 1.25 «s t.O .g. ,„ etwa 

welches auflerhalb des Korpers emer Sat on 5 9«"""""9shemmenden ZusaJz aj Blut 

Einzeldoses-Form. den oben beschrtehL iIL^^' ^ Vorratsiasungen oder auch Zubereitunaen in 

speafischen Zwecic betrSgt die geeignete Do^s eZo dt SI tSf ?n dem 
arenze ohne Gefahr noch QbersSiritfenteSTn .^T ^ ''^ ""^ *^°bei die obere 

^odirrsiss^rs^i^^^^^^^^ 

sionsplasmiden transfbrmierte ft/Iita«oman^Zo enthaltende Expresaonsplasmide. mit solchen Bcores- 
die solche Ant-icerperpS^er^t^T^^^^^^^ '^""^^T HVridomaSZ. 

den Belspielen beschriebenen Ve^rB^ z^t^^ZZ^''-f'^^^^^^^^n.6ie^ 
Verfahren zur Herstellung von PrS^^^Zj^^'^^T.^ ^'"^P'^'^" b^schriebene 

VA^tein gesprocZTbe'Sr da! rn:?Sr^^'r:'r''.r''«" 

werse Dlmere. Trimeir^de/^trSfdl^^^^^^^ '''^ '^Sf regaHonen wie beispfeis- 

od«r nur eingeschrSnkte bioiogische mSZZ^Ts^^Z v "^^^ "f*t 

e^:Sr r4»tt:n'^~^ per se .cht Oder 

•proKlrugs". Polypeptide/Protelne die beisp,elsv»eise Fusionsproteine oder sogenannte 

Komponenten OberfQhrbar Z Si^^J^^r ■^'^ " "^^^"^^ Weise in d? St 
35 Polypepfde/Proteine. die erst In viS^Z^«gt''"2,ii^ ^ 10 vivo Prozessierung od^ 

vascular-antilcoaguiierende-. ku^vli-Zsi^r^^/lJ^!^ 

Erfindung gehdren. ™ damit zum Qegenstand der vorliegenden 

VWrS^nZttr^oCp^^"::^^ - den genannten transformierten 

- anJ-VAC-Antikarpem ^^TS:::^;;.:^^'^^::^'^ ^'"^ Posftfve^'Sn; 
aufwelsen. Unter VAC-Verbindungen mit ^^r Z ^^-^ ^ ^'swn abgeleitete Struldur 

modjlzlerte VAC-Verblndungen X^e^^i 2 ^T^ "^- S^"*" w^^d^ 

des VAC. in einer Umordnung der^S-S^ ^^^^. 'L^'"^' VerkO,7ung der Primarstnilrtur 
der Stabiiitat bzw. Alcflvitat fOhrt. " Modifiziening . die zu einer VerSnderung 

" VAC^SSSrSLr ^""^-^ for «e DNA-MoieKOte. die filr die obe„ de«nlerten 

Wei^eiSr^"^'^'^ ""^ - "^stra^on der Erflndung und so«e„ sle in teiner 

" '*'££eir"'" " ^ ^^'^^-^ Methoden be- 

gangsplasmidJ^lnd"kaXr<^'^r 0^^^^ v«rr Qroflbuchstaben und ZIffern. Aus- 

Plasmlden mitteis Publizierter l^ethod^ ^SS^Se " ®' «^ ^oteh^n 
"Schneiden- oder "Verdauen- wnn K 

' f^WonsendonuWeaso^Sii^^^^^^^^ T ,lL^. ^'»«""« °NA mltteis 

gen^nt Restriktionsendonukleasen sind SSolh^SllcJZi "^^-Wionsstellen 
^ohlenen Bedingungen (Puffer. RindeS™^S^ar?r„ ""^ 
OMdabonsschutz) eingesetzt "maioumin (bsa) als Tragerprotein. Kthlothreit (DTT) als 
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Restriktionsendonukleasen werden mit einem Qroflbuchstaben. metst gefolgt von Kleinbuchstaben und 
normalerweise einer rdmischen Ziffer bezeichnet Die Buchstaben hSngen von dem Mikroorganismus ab, 
aus dem die betreffende Restriktionsendonuklease isoliert wurde (z.B.: Sma I: Serratia marcescens). 
Oblicherweise wird etwa lug ONA mit einer oder mehreren Bnhelten des Enzyms in etwa 20 ul 

5 Pufferldsung geschnitten. Normalerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37*0 verwendet 
kann aber laut den Verwendungsvorscliriften des Herstellers vaniert werden. Nach dem Schneiden wird 
manchmai die 5'Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kaibsdarm (CIP) 
entfemt Dies dient zur Verhinderung einer ungewOnschten Reaktion der spezifischen Stelie in einer 
nachfolgenden Ligasereaktion (z.B. Zlrkularisierung eines linearisierten Ptasmids ohne Insertierung eines 

70 zwelten DNA-Fragmentes). Wenn nk:ht anders angegeben werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden 
mit Restriktionsendonukleasen normalen^^eise nicht dephosphorytiert Reaktionsbedingungen fUr die Inkuba- 
tion mit alkalischer Phospatase sind z.B. dem Ml 3 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing handbook. Fa Amersham. Pl/1 29/83/1 2) zu entnehmen. 

Nach der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfemt, und die DNA aus der 

75 w90rlgen Phase durch Zusatz von i^thanol prSzipitiert 

"Isollerung** eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrennlng der geschnittenen DNA auf 
einem z.B. 1% Agarosegei. Nach der Elektrophorese und dem Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht durch 
Anf3rt)en mit Athfdlumbromld (EtBr) wird das gewUnschte Fragment anhand mitaufgetragener Molekularge- 
wichtsmarker lokalisiert und durch weitere Elektrophorese an OE 81 Papier (Schleicher und Schueii) 

20 gebunden. Die DNA wird durch SpQIen mit Niedrigsalzpuffer (200 mM NaCI, 20 mM Tris pH^/.S, 1 mM 
EDTA) gewaschen und anschliefiend mit einem Hochsalzpuffer (1 M NaCt, 20 mM Tris pHa7.5, ImM 
EDTA) eluiert Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prizipitiert 

"Southern Analyse** ist jene Methode, durch die die Gegenwart eines t>estimmten DNA-Fragments In einem 
DNA-Gemisch durch Hybridislerung mit einer bekannten, marklerten Oiigonukleotidsonde Oder einem 
25 marklerten DNA Fragment nachgewiesen wird. Southern Analyse bedeutet im folgenden, so nIcht anders 
spezifiziert. die Auftrennung des DNA Qemischs auf einem 1% Agarosegei, Denaturierung und Transfer auf 
Nitrozeilulosefilter (Schleicher und Schuell, BA 85) mittels der Methode von E Southern, J. Moi, Biol. 98 
(1978), pp.503-517, und Hybridislerung wie beschrieben In R. Hauptmann et al., Nucleic Acids Res. 13 
(1985). pp.4739-4749. 

30 "Transformation" bedeutet das Bnbringen von DNA in einen Organismus, so dafl die DNA dort 
repiizierbar ist. entweder extra-chromosomal oder ats chromosomale Integrants. Transformation von E.coli 
folgt der im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, 
Pl/1 29/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Analyse der Nukleotidsequenz in einer DNA. Dazu wird die 

35 DNA mit verschiedenen Restriktlonsenzymen geschnitten. und die Fragmente in entsprechend geschnittene 
M13 mp8, mp9, mp18 Oder mp19 Ooppetstrang ONA eingebracht, Oder die DNA wird mittels Ultraschall, 
nachfolgender Reparatur der Enden und QrdiSenselektion in Sma I geschnittene, dephosphorylierte M13 
mpd DNA (Shotgun Methode) eingebracht. Nach der Transformation von Ecoli JM 101 wird Einzelstrang 
DNA aus rekombinanten Ml 3 Phagen entsprechend dem Ml 3 Cloning and Sequencing manual (Cloning 

40 and Sequencing Handbook. Fa Amersham, PI/129/83/12) Isoliert und nach der Sanger'schen Dideoxyme- 
thode (F. Sanger et al., Proc. Natl. /Vcad. Sci. 74 (1977), pp.5463-5467) sequenziert Die Auswertung der 
Sequenzen eriolgt mittels der ursprungltch von R. Staden entwickelten (R. Staden, Nucleic Adds Res. 10 
(1982). pp.4731-4751) und von Ch. Pleler modifizierten (C. Pieler 1987, Dissertation, UnlversltSt Wien) 
Computerprogramme. 

45 "Ligieren" bezieht sich auf den ProzeB der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Ooppelstrang-DNA Fragmenten. Oblicherweise werden zwischen 0.01 und 0,2 ug DNA-Fragmente in 10 
ii\ mit etwa 5 units T4-DNA Ligase ("Ugase") In einer geeigneten Pufferidsung Itglert (T.Maniatls et al.. 
Molecular cloning, 1982. p.474). 

"Preparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isoiierung der Plasmid DNA aus Bakterien 

so mittels der aikalischen SDS Metiiode modifiziert nach Bimboim und Ooly (T.Maniatis et al.. Molecular 
cloning. 1982, pp.368-369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabet werden die Bakterien aiis 1,5 bis 50 ml 
Kultur verwendet 

"Oligonukleotide" sind kurze Polydesoxynukleotide, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381 A verwendet. Die Oligonukleotide werden entsprechend dem 
55 Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet und durch Polyacrylamldgelelektrophorese 
(PAGE) gereinigt 

"Phosphorylieren" bedeutet die enzymatische Uebertragung des gamma-Phosphatrestes aus ATP auf 
eine freie 5'OH-gruppe einer Nukleinsaure. meist ein Oligonukleotid. In 10 ul Ldsung werden bis zu 100 
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pMol des Ollgonukleotids mit 10 Bnheiten T 4 -Pofy-nufdeotidkinase. in Gegenwart von 100 pMol ATP in 
geefgneter PufferiQsung (70 mM Tris, pH=7,6. 10 mM MgCb, 5 mM DTT) 30 Minuten bi 37'C phosphory- 
llert Die Reaktion wird meist durch 10 IVIinuten Bhitzen auf lOO'C gestoppt 
Bnige verwendete AblcUrzungen sollen kurz eridsirt werden: 
5 bp: Basenpaare 

BSA: Rinderserumaibumin 
DTT: Dlthiothreit 

EDTA: Aethylendinitrilotetraesslgsaure, 

diNatriumsalz 
10 SDS: Natriumdodecytsuifat 

Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminom0than 

Denhardt: 0.02% Rcoll. 0,02% Polyvlnylpyrroiidon. 0.02% BSA 

LB: 10 g/I Trypton. 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/i NaCI 

1 X SSC: 1 50 mM NaCI, 1 5 mM tri-Natriumdtrat, pH 7 
75 TE 10 mM Tris pH = 8.0. 1 mM EDTA 



Verzeichnis der Abbildungen: 

20 0.1: Tryptische Fragmente aus Placenta-VAC 

0.2: HPLC der tryptlschen Peptide aus Placenta-VAC 

0.3: HPLC der tryptlschen Peptide aus Nabelschnur-VAC 

0.4: Gelpermeatlons-HPLC von Placentae* und Nabelschnur-VAC 

0.5: Reverse-Phase-HPLC von Placenta-VAC 
2S 0.6: SDS-Gelelektrophorese von Placenta-VAC 

1: Screeni/ig-Oiigonukleotide EBI-386. -387 und -388 

2: Screening-Oligonukieotide EBi-118 und EBI-119 

3: Northern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 

4: VAC-alfa cDNA Sequenz 
3ff. 5: Anordnung der Peptidsequenzen in der VAC-aifa cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz 

6: Vierfach wiederholte Subsequenz im VAC-aife Protein 

7: Vac-beta cDNA Sequenz 

8: Vterfach wiederholte Subsequenz Im VAC-beta Protein 
9: AmInosSurezusammensetzung von VAC-alfa und VAC-beta 
35 10: Genomische Southern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 

1 1 : AmInosMureverglelch von VAC-alfa mit VAC-beta 
12: Nukleotidvergleich zwischen VAC-alfa und -beta cDNA 
13: Hydrophillzitatsplot von VAC-aifa und VAC-beta 
14: Vergleich von VAC-alfa, VAC-beta, Upocortin I und LipocorUn II 
40 15: Sequenz des Promoter- und Terminator Tells in pRH284 

16: Konstmktion von pRH291 
17: Kbnstmktion von pRH212 
18: Konstruktion von pRH292 
19: SDS-Gelelektrophorese der exprimlerten Proteine 
45 a) Coomassie Blau gefarbtes Proteingel 

b) Westem Btot 
Legende: M - Molekulargewichtsmarke 

+ Phosphat = Inhibition der VAC Expression 
-Phosphat = VAC Expression (pho Promoter Induziert) 
50 20: Reinlgung von VAC-aifa; Coomassie Blau gefarbtes SDS-Gelektrophorese-Gel 

Banden: 

1: roher Extrakt 

2: Ammoniumsulfatpellet (geiost und dialysiert) 12: 5 ug DEAE-FF-Sepharose Fraktionen 1-11 
3: VAC-Pool nach DEAE-FF-Sepharose Chromatographie 
55 4: VAC-Pool nach Sephacryl-S 200 HR Chromatographie 

5: gereinigtes VAC nach Q-Sepharose-FF-Chromatographie 
6: gereinigtes. naturliches VAC aus Human-Placenta 

7: Molekulargewichtsmarker (Pharmacia; 94kD, 67kD, 43kD, 30kD, 20kD und 14kD) 
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21: Sephacryl S-200 HR Chromatographle von vorgereinigtem r-VAC-a 
22: Q-Sepharose-FF-Chromatographie von vorgereinigtem r-VAC-a 
23: Qelpermeations-HPLC von natQrIichem VAC 
24: Qelpermeations-HPLC von rekombinantem VAC-a 
5 25: Reverse Phase HPLC von natUrlichem VAC 

26: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC-a 

27: HPLC der tryptischen Fragmente aus natOrllchem VAC 

28: HPLC der tryptischen Fragmente aus rekombinantem VAC-a 

29: SOS-Gel von einem Vergieich zwischen natQrIichem und rekombinantem VAC-a in An- Oder 

10 Abwesenheit von DTT 

30: SDS-Ge! von rekombinantem VAC-o in An- Oder Abwesenheit von DTT 
31: Western Blot Analyse von natOriichem VAC und rekombinantem VAC-a 
32: Isoelektrische Fokusslenjng von natGrllchem VAC und rekombinantem VAC-a 
33: Modifizierter Prothrombin Zeit Test mit natOriichem und rekombinantem VAC 

IS 34: Thrombin Zeit Test mIt natQrIichem und rekombinantem VAC 

35: Faktor Xa Bildung im Plasma durch natQrIiches und rekombinantes VAC 
36: Bindung von VAC an Phospholipid-Doppelschichten 
37: Konstruktion von pGN25 und pGN26. 

38: Relnigung von rekombinantem VAC ^; Coomassie Blau gefSrbtes SOS*Geleiektrophorese-GeL 
20 39: Reinigung von rekombinantem VAC fi; in process Proben. 

40: Gelpermeation - HPLC von rekombinantem VAC fi, 

41: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 0. 

42: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 0, nach Inkubation. 

43: AmtnosSureanaJyse von rekombinantem VAC 0, 
25 44: N-terminale Sequenzlerung von rekombinantem VAC 0. 

45: SOS-Gel von rekombinantem VAC 0 In An- oder Abwesenheit von OTT. 

46: Isoelektrische Fokussierung von rekombinantem VAC 0. 

47: Effekt von VAC-a und VAC-i3 auf die Prothrombinase Aktivitat Prothrombin Aklivlerung wurde in 
Anwesenheit variierender Mengen VAC-a (o) Oder VAC-/3 { ) wie beschrieben gemessen. 
30 48: Effekt von VAC-a auf die Phospholipase A2 AktivitSt 

Phospholipase A2 Aktivitat wurde wie beschrieben bestimmt VAC-a Induzierte Inhibition wurde entweder 
bei 13« 2 uM Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6,6 uM Phospholipid gemessen (ausgefQIIte Krelse). 

49: Effekt von VAO-0 auf die Phospholipase A2 AktivitSt 
Die Bestimmung der % Inhibtion erfolgte wie beschrieben. Inhibition wurde entweder bei 13.2 uM 
35 Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6,6 uM Phospholipid gemessen (ausgefUlite Kreise). 

50: Auswirkung von Ca** auf die VAC-a induzierte Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Die 
Inhibition wurde bei 6,6 uM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis), 0,5 mM (ausgefGllter Kreis). 0.1 rr\M 
(offenes Quadrat) oder 0,05 mM Ca** (ausgefQIItes Quadrat) bestimmt 

51: Auswiricung von Ca^* auf die VAC-iS induzierte Inhibition der Phospholipase AktivitMt Oie 
40 Inhibition wurde bei 6.6 uM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis). 0.5 mM (ausgefOltter Kreis), 0.1 mM 
(offenes Quadrat) oder 0.05 mM Ca^^ (ausgefQIItes Quadrat) bestimmt. 



Beispiel O 

45 

Oas aus Nabelschnurgeflflen und/oder Placenta isoiierte und gereinigte Material wurde mit Hllfe einer 
Reverse-Phase HPLC nachgereinigt 

Stationare Phase: Bakerbond WP-RP 18. 4.6x250 mm. 5um Teilchen. 300 A Poren 
50 Mobile Phase A: 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser. pH 2.2 
Mobile Phase B: 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
Gradient: 20-68% B in 24 min 
Rufl: 1 ml/min 
Oetektion: UV. 214 nm 

55 

AnschiieOend an diese Reinlgungsstufe wurden beide Materialien, jeweils die Substanz. die das 
Molekulargewicht 32.000 aufwies. mit Trypsin verdaut. 
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Reaktionsbedingungen: 

30 iig VAC aus Placenta in 135 ul 0.15 M NM4HCO3. pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bei 37* C 
5+2% w/w Trypsin (Worthington), Qber Nacht bel 37* C 

30 ug VAC aus Nabelschnur in 100 ii\ 1% NH4HC03. pH 8,0 
* 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bel 37* G 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington). Qber Nacht bei 37* C 



10 



IS 



so 



55 



Die erhaltenen BruchstQcke warden mil l-iiife von HPLC aufgetrennt und einer Sequenzierung mit einem 
Gasphasensequenator Typ 470A von Applied Biosystems, Programm 02 RPTH zugefUhrt 



HPLC*Trennbedlngungen; 

StationSre Phase: uBondapak CIS. 3.8x300 mm, 10 11 T^'lchen 
Mobile Phase A: 0,1% Tnfluoresslgsaure in Wasser. pH 2)2 
20 Mobile Phase B: 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
Gradient 0-55% 6 in 55 min 
Flu/3: 1 ml/m!n 
Oetelction: 

UV. 214 nm (obere Spur) 
25 280 nm (untere Spur) 

Neben dem Tryptischen Verdau wurde das Uber Reverse-Phase-HPLC gereinigte Material, auch noch 
einer BrCN-Spaitung unterzogen. Auch diese Spattpeptide wurden sequenziert und mit den Daten der 
Peptide aus dem tryptischen Verdau vergllchen. 

30 

BrCN-Spaitung: 

111 ug uber RP-HPLC gereinigtes VAC wurden in 111 iil 70% AmeisensSure gel6st. Diese enthielt 
35 bereits den 250- fachen molaren Oberschu0 an BrCN (90 iiq). Die Inkubatlon erfolgte im Dunkein. 17 

Stunden bei Raumtemperatur. 100 ii\ wurden f(3r die HPLC-Auftrennung verwendet 

HPLC-Saule: uBondapak C 18 

Mobile Phase A 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser 

Mobile Phase B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
40 Gradient: 0 • 70% B in 70 min 

F!u0 1 mi/min 

Oetektion: UV. 214 und 280 nm 

En Vergleich der hiermit erzielten Ergebnisse sowie die Analyse mrttels Gelpermeatk)ns-HPLC und 
45 SDS*Gelelektrophorese belegt die Identitat von VAC aus Placenta und VAC aus Nabelschnur 



Gelpennneations HPLC: 

Statlon3re Phase: Waters 1*125, 7,8x600 mm, 10 um Teitehen 

Mobile Phase: 0.5M NaaSO^. 0.02 M NaaPO^. pH 7.0. 25% Propylenglykoi. 0.04% Tween 20 
Rufl: 0.5 mi/min 
Oetektion: UV. 214 nm 
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SDS-Gel8lektrophofese 

SDS-Gel: 15% 
Gelstarke: 0.77 mm 
5 Bektrophoresebddingungen: 20 mA/Platte. 2-3 Stunden Laufzeit 
Firbung: Coomassie Blue 
Proben: 

:8 ug VAC aus Nabelschnur bzw. 
:7 ug VAC aus Placenta 



Belsplel 1 

Herstellung einer humanen plazentalen cDNA-Bibliothek 



20 

a) Gesamt-RNA Isolierung aus Plazenta 

6T: 5 M Guanidlnium-Thlocyanat 50 mM Tris pHa7,4. 25 mM EDTA. Vor Qebrauch 8%(v/v) beta- 
MarcaptoSthanol zusetzen. 20 ml QT warden 5 bis 10 Minuten vor Qebrauch auf Bs gekQhlt GT soli dabei 
25 nicht pr^zlpltleren. 

GH 6 M GuanidiunD-Hydrochlorid, 25 mM EDTA. 10 mM beta-MercaptoSthanol. pH - 7,0. BskQhIen. 

lg tiefgefrorene und mechanisch pulverislerte Plazenta warden In 20 ml GT (O'C) 20 Sekunden mit 
maximaler Geschwindigkeit mit einem Polytrcn (Brinkmann) gemlxt. Das Volumen des Hom^ogenats wird 

30 bestimmt, In 0,3 vol Athanol (-20* C) gegossen. gemischt und sofort be! 12000 rpm SWi - 10* C (Beckman 
JA 21 Zentrifuge, JS13.1 Rotor) zentrifugiert. Bn eventueller Proteinfilm sowie der Oberstand warden 
entfernt. 10 ml eiskaites GH warden dem Pellet zugesetzt und 10 Sekunden mit dem Polytrcn homogenh 
siert. Die Suspension wIrd 5 Minuten bei -10*C und 12000 rpm zentrifugiert. Der Oberstand wird in ein 
steriles CorexrShrchen transferiert das Pellet verworfen. Zum Oberstand werden 0.025 vol 1 M EsslgsMure 

35 und 0.75 vol kalter Athanol (-20* C) zugesetzt und gut durchmischt Nach ca^ Stunden Inkubation bei 
•20* C wird 10 Minuten bel 6000 rpm bei -20 *C (JA20 Rotor) zentrifugiert. Der Proteinfilm und der 
Oberstand wecden sorgfaltig entfernt 2 ml GH (0*C) werden zum Peiiet zugegeben, das Pellet resuspen- 
diert, und die Suspension in ein 15ml Corexr5hrchen transferiert. Mit weiteren 8ml GH wird das alte 
CorexrOhrchen nachgespQIt. die L5sung mit den 2ml verelnt. Es 1st wlchtig» daU das gesamte Pellet 

40 suspendiert ist, eventuell 1st durch mildes Sonikieren nachzubefiandeln. 0,025 vol 1 M EsslgsMure und 0,5 
vol kaiter Athanol (-70 *C) werden zugesetzt und ca. 2 Stunden bei -20*0 inkubiert Zentrifugation (6000 
rpm. 20 min, JA20 Rotor), Ldsen und Prazipitieren werden zweimal wiederholt wobei die totale GH-Menge 
auf 5 ml halbiert wird. Nach der letzten Zentrifugation soil kein Proteinfilm mehr Qber der Ldsung sichtbar 
sein, sonst Ist dieser Reinigungsschritt zu wiederholen. Das Pellet wird mit 5 ml Diatfiylpyrocarbonat 

45 behandeitem Wasser (0*C) 2 Minuten gevortext. Die klare Ldsung wird dekantiert. zu dem eventuell 
zurQckblelbenden Pelletresten wird nochmals Wasser gegeben und gevortext. bis die Ldsung kiar Ist. Durch 
Zusatz von 0,1 vol 3 M Na-Azetat (pH = 5,8). 2,5 vol Athanol and 1 Stunde Inkubation bel -70*0 wird die 
RNA 10 Minuten bel 8000 rpm bel 4*C abzentrifugiert Losen und prdztpltieren wird einmai wiederiiolt. 
Letztendlich wird die RNA in Aethanol bei -20* C aufbewahrt. 

so 

b) poly-A''-RNA Isolierung 

0,5 mg oligo dT-Zellulose (Collaborative Research. Typ 3. Bindungskapazitit: 5 mg poly-A*-RNA/g) 
55 werden Im Bindungspuffer suspendiert (200 mM NaCI. 0,2 % SDS. 10 mM Tris. pH=7.4. 1 mM EDTA). 1 
ml dieser Suspension wird in eine SMule pepackt und nacheinander mit 10 ml Wasser. 10 ml 0.1 N NaOH. 
10 ml Wasser und letztlich mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Gesamt-RNA wird aus der alkalischen 
Ldsung durch Zentrifugieren (10 Min.. 6000 rpm. JA20 Rotor pelletiert. Ca. 10 mg RNA werden in 4.5 ml 
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Wasser gelost Nach Zusatz von 50 ul 2% SDS wird die LQsung 3 Min. auf 70*C erhitzt und unmittelbar 
auf Bs gekuhit Nach dem Zusatz von 50 fctl IM Tris (pH=7.4). 10 ul 0,5 M EDTA und 200 ul 5 M NaCI 
wird die LSsung sofort auf die S3ule aufgetragen. Die aus der SSule tropfende Ldeung wird wieder auf die 
S3uie aufgetragen. Diese Prozedur wird insgesamt dreimal wtederholt Anschliefiend wird die SMuie mit 30 

5 ml Blndungspuffer gewaschen. Die gebundene RNA wird mit 5 ml 0,2% SDS eluiert Die Saiule wird mit 10 
ml Wasser. 10 ml 0.1 N NaOH und 10 ml H2O gewaschen und mit 10 ml Blndungspuffer aquilibriert Die 
RNA Losung wird nochmals 3 Minuten auf 70* C erhitzt, rasch auf Bs abgekOhlt 50 ui 1 M Tris pH»7,4. 
10 ul 0,5 M EDTA und 200 ul 5 M NaCI zugesetzt und auf die SSule aiifgetragen. Die durchlaufende 
Losung wird insgesamt dreimal auf die ollgo-dT SSuIe aufgetragen, Nach dem Waschen wird die RNA mft 

10 30 ml 0,32% SDSeiuiert. 

Durch Zugabe von 0.1 vol 3M Na-Azetat pH = 5,6 und 2.5 vol Aethanol sowie inkubation b^i -20 'C (16 
Stunden) wird die RNA ausgefMlIt Die RNA wird abzentrifugiert (10 000 rpm. 15 Min.. JA-20 Rotor) und in 
Wasser mit einer Konzentration von 1 ug/ui gelost. 

15 

c) Konstruktion der Lambda«gt10 cDNA Bibliothek 

Die Synthese der cDNA. das Methylieren der intemen EcoRI-Stelien. das Anbringen von EcoRI Unkem, 
das Nachschneiden mit EcoRI. die Abtrennung der kurzen DNA-Fragmente. das Llgieren mit den Lambda- 
20 gtIO Armen und das in vitro Verpacken der ligierten DNA erfolgte mit dem cDNA Synthese System von 
Amersham (RPN 1256) sowie dem cDNA Ktoniersystem Lambda-gtIO (Amersham, RPN 1257). Die 
beigefOgten Arbeitsvorschriften wurden genau eingehalten. Ausgehend von etwa 3 ug vnirden mlWA 
tetztendlich ca. 0.5x10^ rekombinante Lambda-gtIO Phagen erhaiten. 

25 

Beispiei 2 



30 cDNA Isolierung 



a) Durchsuchen der Lambda^tlO Bibliothek mit Oligonukleotfden 

35 

Zum Durchsuchen der cDNA-Bibllothek nach fOr VAOproteIn kodlerender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides PI 6/11 zwer und des Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligqnukleotid 
synthetistert (Rg.1). Diese Ollgonukleotide stellen jeweils eine Mischung aller Varianten dar. die jede 
Kodierungsmoglichkelt der entsprechenden mRNA berOckslchtigen. EBI-386 weist bei einer KettenlSnge 

40 von 20 Nukleotiden 512 Variatlonen auf und paflt zu dem Staph-A Peptid P20/I/6. Urn die Variation bei dem 
Oligonukleotid fOr das tryptische Peptid P16/li niedriger zu halten, wurden zwei Ollgonukleotide (20-mere) 
synthetlsiert: EBI-387: 128 Variatlonen. EBI-38S: 64 Variationen. 

Welters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/i passend zwei Ollgonukleotide unter Venvendung 
von Oesoxyinosin als Base bei "Wobble" Positlonen synthetisiert (Rg^): EBI-118 und EBI-119. Diese 

45 Substitution wurde von E. Ohtsuka et al.. J. Biol. Chem. 260^ (1985). pp.2605-2e08. sowie Y. Takahashi et 
aL, Proc. Nat Acad. Sci. (1985) pp.1 931 -1935. beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stort jedoch 
kaum die Ausbiidung der Doppelhelix, wenn andere Nukieotide als Partner angeboten werden. 

Jeweiis 60 plWfol jedes OligonuWeotids wurden mit 60 plWoi gamma-^^p.^TP (Amersham, PB 218. 5000 
Ci/mMol) in 30 ul L5sung unter Verwendung von 20 Einheiten T4 Polynukieotidklnase phosphoryliert. Die 

50 Losung enthielt 70 mM Tris pH 7,5. 10 mM MgCl2 und 5 mM DTT, die Inkubationsdauer betmg 30 Minuten. 
Durch Zugabe von 30 mM EDTA und 5 Minuten Erhltzen auf 70 *C wurde die Reaktion gestoppt Das 
markierte Oligonukleotid wurde durch Saulenchromatographie Qber Biogel P6DG (Biorad) von nicht einge- 
bauter Radioaktivitat getrennt. Pro Oligonukleotid wurden zwischen 70 und 110x10^ cpm Phosphor-32 
eingebaut 

55 Je 15 pMol EBI-118 und EBI-119 wurden In 90 ul unter Bnsatz von 45 pMol gamma-^^P-ATP 
(Amersham. PB 218, >5000 Ci/mMol) mit 10 Bnheiten T4.-Polynukleotidkinase Phosphoryliert und an- 
schliefiend Qber Biogel P6DG gereinigt. Insgesamt wurden 70x10^ cpm Phosphor-32 eingebaut 

Ungefahr 1,2x10^ pfu (Plaque forming units) rekombinante Phagen einer humanen. plazentaien cDNA 
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Bibiiothek im Phagen Lambda-gtIO wurden verwendet. urn E.coli C600 zu infizieren. Etwa 50.000 Phagen 
wurden pro 13.5 cm Petrischale plattfert (LB. 10 mM MgSOi. 15 g/l Bacto-Agar). Nachdem die Plaques fast 
konfluent waren, wurden von jeder Piatte 2 AbzOge auf Nitrozeiluiosefilter hergestetit (Sdileicher und 
Schueil. BA85) (T. Maniatis et al., Molecular Cloning, 1982. pp 320 321). 
5 Die RIter wurden 3x20 MInuten in TE bei 100* C behandett und anscfilieaend Uber Nacht bei 65* C gewa- 
schen: 



w WaschlSsung: 

50 mM Tris pH = 8 
1 M NaCI 
1 mM EDTA 
75 0.1 % SDS 

Danach wurden die Filter 4 Stunden bei 49* C prShybridisiert 



20 

PrShybridisierldsung: 

6 X SSC 

25 5 X Denhardt 
0,1 % SDS 

1 mM Na-Pyrophosphat 
50 mM NaH2P04 pH=6.5 
100 UM ATP 
30 80 ug/ml denaturierte Hering Sperm DNA 

Die Hybridisierung erfolgte in der gleichen Losung unter Bnsatz der gesamten Menge markierter 
Olrgonukleotide. Die doppelten AbzOge der Ptatton 1 bis 6 wurden mit EBI-3a6. Jene der Platten 7-12 mit 
EBI-387 und EBI-388 18 Stunden bei 49* C hybridisiert. Die AbzUge der Platten 13-24 wurden 18 Stunden 
35 mit EBI-118 und EBM19 bei 37*0 hybridisiert. Nach erfoigter Hybridisierung wurden die Riter zweimal mit 
8x SSC/0.01% SDS gespUit 2 x 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6x SSC / 0,01% SDS und 3 x 20 
MInuten in der gleichen Ldsung bei 49* C bzw. 37* C gewaschen. Nach dem Lufttrocknen wurden die RIter 
an Kodak X-Omat S RIm bei •70* C unter Verwendung einer VerstSrkerfblle exponlert. 

Lambda-Phagen, die auf beiden RItem Hybridisierung mit dem Oligonukleotid zeigten, wurden unter 
40 Verwendung desseiben Hybridisierungsprotokolls zur HomogenitSt gereinigt. 

Aus der Hybridisierung mit £61-386, -387 und -388 resuitierten die Phagen Lambda-Pi 1/3. Lambda- 
P6/5. Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mtt EBh118 und -119 resultierte in den Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

45 

b) Isolierung der cDNA Inserts 

E.coli C 600 wurde mIt 2.5 x 10^ pfu (Plague forming units) Phagen inflziert und mit 6 ml Topagarose 
(0.7 % Agarose. 10 mM MgSO*. LB) auf 13.5 cm Agarplatten (LB. 10 mM MgSO*. 1,5% Agarose, 0.2% 

so Glukose) plattiert. Nach 5 1/2 Stunden Inkubation bei 37* C waren die Plagues konfluent. Die Platten wurden 
30 Minuten bei 4*C gekOhIt und die Agarose mit 10 ml Lambda-Diluent (10 mM Tris. pH=8. 10 mM 
MgSOi, 0.1 mM EDTA) Oberschichtet. Die Phagen wurden Ober Nach bei 4*C unter leichten SchQtteln 
elulert. Die Uberstehende Phagensuspension (ca. 8 ml) wurde in Corexrdhrchen transferiert und 10 Minuten 
bei 15.000 rpm (4*C, JA 21 Zentrifuge) zentifuglert Der Uberstand wurde in Polycarbonatrdhrchen 

55 dekantiert und bei 50.000 rpm (20* C. L709 Beckman-Zentrifuge, 20* C. 50 Ti Rotor) bis omega^t » 3x10^^ 
(ca 23 Minuten) zentrifugtert. Die pelletierten Phagen wurden nach Entfemen des Oberstandes in 0,5 ml 
Lambda-Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen transferiert. Die Suspension wurde durch kurzes 
Zentrifugieren von nichtsuspendlerten Teilchen befreit. der Uberstand in ein neues Rohrchen gefUllt. Nach 
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Zusatz von tO Mg/ml RNaseA und 1 ug/mi DNase I wurde 30 Minuten bei 37* C inkubiert Nach Zugabe 
von 25 mM EDTA, 25 mM Iris. pH^d, 0.2% SDS wurde 30 Minuten bei 70* C inkubiert Als naclistes 
wurde 1 vol Phenol/chloroform (1:1) zugegeben. und Proteine durch KIppendes RShrcfiens extrahiert Nacli 
2 Minuten Zentrifugation in der Eppendorfeentrifiige wurde die wSflrige Phase mit 1 vol Cliloroform 

5 extraliiert (nur i<ippen, nicht Vortexen). Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation wurden dem 
Ueberstand 1/20 vol 3 M Na-Azetat und 1 ml Athanoi zugesetzt Dabei fiet die Phagen DNA fadenf5rmig 
aus. Nach 5 IVIinuten inkubation bei 0*C wurde die DNA abzentrifugiert (10 Minuten). Das Pellet wurde 
einmal mit 70 % Athanol gewaschen, getrocknet und Qber Nacht In 50 ixl TE geldst (4* C). 

Die DNAs wurden mit EcoRI geschnltten und die entstehenden Fragmente auf einem 1% Agarosegel 

10 getrennt. Di cDNA Inserts der Klone Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Gro/5en von 
etwa 1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanalyse zelgte, da/3 alle dret Klone von ein und derselben mRNA 
abgeieitet waren. Das 5'Ende der mRNA fehlte jedoch in den cDNAs. Die inserts der Phagen Lambda-NrlS* 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 hatten Langen von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse ile0 
eine annahernd vollstMndige cDNA vermuten. Die cDNAs, der beiden Phagengruppen Lambda-Pi 1/3, 

75 Lambda-P6/5 und Lamda-P6/6 sowie Lamda*Nr15, Lamda-Nr19 und Lamixla-Nr22 sind von zwei ver- 
schiedenen mRNAs abgeieitet wie die nachfotgende Sequenzanalyse ergab. 

Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Pi 1/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden isoliert und in 
dem EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13^ Vektor ligiert (Vector Cloning Systems. 3770 Tanst Street. San 
Diego. CA 92121, USA). Die resultierenden Klone wurden pP6^. pP6/6 und pP11/3 genannt 

20 Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Nr15. Lambda-Nr19 und Lambda*Nr22 wurden isoliert und in 
den EcoRI-geschnittenen Bluescribe Ml 3^ Vektor ligiert Die resultierenden Kk)ne wurden pRH201, pRH202 
und pRH203 genannt 



25 c)Weitere VAC cDNA Klone 

Um weitere cDNA Klone zu erhaiten, wurde die humane, plazentale Lambda^gtlO BIbllothek nochmals 
durchsucht diesmal mit dem EcoRI-lnsert des pP11/3 als Sonde. 

Dieses DNA-Fragment wurde durch Nicktransiatton radioaktiv markiert (T.Maniatis. Molecular Cloning, 
30 ' 1982, pp.1 09-1 12, keine DNase I verwendet). Insgesamt wurden 4x10^ Phagen auf 8 Platten durchsucht 
Die Behandiung der Nitrozellulosefilter erfblgte wie in T.Manlatis. Molecular Cloning. 19^ pp.320-321 be- 
schrieben. Die Hybridisierungslosung enthielt 6xSSC, 5x Denhardt's. 0,1% SDS sowie 20x10^ cpm pP11/3 
Insert Die Hybridislerungsdauer betrug 16 h bei 65* C. Die RIter wurden danach 3x10 Minuten bei 
Raumtemperatur mit 6xSSC/0.01% SDS und 3x45 Minuten bei 65* C und mit 0,2xSSC gewaschen. 
35 insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhaiten (Lambda-VACI bis Lambda-VAC69). 

12 dieser Klone wurden im kleinen Ma0stab wie oben beschrleben prapariert die cDNA Inserts mit Eco 
Rl frelgesetzt und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt Dabei zelgte sich, da0 das Insert des Ktons 
Lambda-VACIO den gesamten fUr VAC Protein kodlerenden Leserahmen enthMIt * 

40 

Beispiel 3 



45 Charakterisierung der cDNAs kodierend fOr VAC«alfa und VAC-beta 



a)Northem Blot Experiment 

50 

Zu 2 ug poly-A* RNA wunjen 5 ixi Wasser, 16 ii\ Fonmamld. 6 ul Formaldehyd und 3 ul 0,1 M NaOH 
zugesetzt, die Losung 10 Minuten bei 68* C Inkubiert und anschlieOend auf Eis gekuhit Nach Zusatz von 5 
Ui Farbstofflossung (je 0,4% Bromphenoiblau und Xylencyanol in 50% Glyzerin, 1 mM EDTA) wurde die 
RNA auf einem Fomnarnid-Agarosegel aufgetrennt (1.5% Agarose. 10 mM Na-Phosphat pH-7.6. 1 mM 
55 EDTA. 5 mM Na-Azetat. 6% Formaldehyd. Bektrophorese 100 V. 3 Stunden, Laufpuffer wie Gelpuffer, ohne 
Fdrmaidehyd). Als Referenz wurde Gesamt-RNA aufgetragen. Diese Spur wurde nach der Elektrophorese 
abgetrennt und mit EtBr angefgrbt um die Lage der 28 und 18 S rRNA zu bestimmen. Der Rest des Gels 
wurde zweimal 10 Minuten in lOxSSC gewaschen. und die RNA mit 20xSSC auf Nitro-zeilulosefilter 
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Utertragen. Das Filter wurde mit 2xSSC gewaschen. getrocknet und 2 Slunden im Vakuum bel 80 C 
gebacken. Jeweils 1 ug pPll/3 und pRH203 wurden mit dam Multiprime DNA labelling System 
(Amersham, RPN 1601) radioaktiv marWert Das Nitro-zellulosefilter wurde 2 h bei 65* C in 6xSSC/5x 
Denhardfs/0.1% SDS prahybridisiert Jeweils eine Spur wureie mit I80x10« cpm pP11/3 bzw. pRH203 
hybridlsiert (16h 65* C). Die RIter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6xSSC/0,01% SDS 
und zweimal 30 Minuten bei 65* C mit 0.2xSSC/0.01% SDS gewaschen. getrocknet und an Kodak X-Omat 
S Rim mit VerstMrkerfoiie exponiert 

Das Ergebnis ist in Rg.3 abgebildet Die cDNA des Klons pPI 1/3 hybridlsiert an eine mRNA der Gr5Be 
von etwa 1700 Basen ("VAC-alpha"). die cDNA des Klons pRH 203 an eine mRNA der QrSfle von etwa 
2200 Basen ("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radloaktivitatsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gleich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben L6sung Banden gieicher 
Intensitat mit beiden cDNAs ergab (siehe unten). ist zu schlieflen, daB die kQrzere mRNA ("VAC-alfa") in 
gro/Jeren Mengen als die ISngere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist. 



b)Sequenzanalyse der VAC-aifa cDNA 

Die cDNA Klone pP6/5. pP6/6 und pP11/3 wurden total, sowie die der Klone Lambda-VACI bis -12 
partiell sequenzlert. Das Resultat ist in Rg.4 abgebildet. Es wurden Insgesamt 1465 Basen sequenziert Die 
cDNA weist einen langen. offenen Leserahmen auf. der fUr 320 AminosMuren kodleren kann. WIrd die DNA 
Sequenz in eine AminosSuresequenz Obersetzt, so kdnnen atle sequenzierten Peptide in dieser Sequenz 
untergebracht werden (Rg.5). Es handelt sich daher bei dieser cDNA urn ]ene. deren korrespondierende 
mRNA fOr VAC-proteIn kodiert Da die Sequenzen der zweiten isoHerten cDNA (siehe unten) fOr ein 
Shnliches, aber von VAC verschiedenes Protein kodiert. wird hier der Name VAC-alfa eingefUhrt. 

Dem ersten ATG-Codon (Basen 35-37) geht im selben leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 
30 bis 38 erfOllen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak. Nature 308 (1984). pp. 241-246). die die 
Konsensussequenz In der NShe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUQQ angibt die entspre- 
chende Sequenz hIer lautet TCQCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen lang. 15 Basen vor 
Beginn des po!y-A Abschnitts befindet sich die Polyadenylienjngssequenz AATAAA (NJ.Proudfoot et al,. 
Nature 263 (1976), pp. 211-214). Wird eine KettenlSnge von 150 bis 200 Basen fOr den Poly-A Abschnitt 
der mRNA gerechnet. betragt die QesamtlMnge der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein hSherer Wert bestimmt wurde. ist die 5'nichttranslatlerte Region In 
keiner cONA komplett enthalten. 

Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 
A auf. Dadurch wOrde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAG andem und fOr Asp anstelie 
von Glu kodieren. DIese Abweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein falsches NukleotId ein, b) es handelt sich urn die TranskrIpte zweler aileler, an dieser Stelle ver^ 
schledener Gene Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 

Der lange. offene Leserahmen kodiert fOr ein Protein mit 320 AminosSuren, von dem das Met-1 wahr- 
scheinlich abgespalten. und das folgende Alanin an der Aminogruppe. moglichenYOise durch Acyiierung, 
blockiert wird. Das errechnete Molekulargewicht betrSgt 35.896 D und 1st hoher als der Wert nach SDS- 
PAGE. Allerdings Ist der Anteil geladener AminosSuren (Asp. Glu. Lys, Arg. His) mit 30.6 % (98/320) 
uberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem durchschnittlichen Wert von 25,1 %. Dies wQrde das 
verSnderte Wanderungsverhalten des Proteins bei der SDS-PAGE erklSren. Innerhalb der stark geladenen 
Aminosauren Obenwiegen die sauren Aminosauren (Asp und Glu) mit 54 gegenOber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklMrt den sauren, isolektrischen Punkt des VAC-alfa Proteins (pi =4.4 bis 4.8) VAC-alfa 
enthMIt nur ein fOr Cystein codierendes Triplett (AmlnosSure-Posltlon 316): eine typische N-Qlykoslllerungs- 
stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht vorhanden. Bne Strukturanalyse der Aminosauresequenz (modifiziert nach 
Pustell. J et al.. Nucleic Acids Res. 10 (1982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache Wiederholung einer 67 
AminosSure langen Sequenz (Rg.6). im folgenden "Repeats" genannt. Innerhalb dieser Sequenz sind 7 
Aminosauren (10.4 %) in alien vier Repeats konserviert. 15 Aminosauren (22.4 %) kommen in drei von vier 
Repeats vor, an 28 Positionen (41,8 %) enthalten jeweils zwel Repeats dieselbe AminosSure. 

Hn Verglelch mit publizierten Uteraturdaten (M.J.Geisow. FEBS Letters 203 (1986). pp. 99-103. 
M.J.Geisow et al., TIBS 11 (1986). pp. 420-423) ergab Obenraschenderweise. dafl VAC-alfa damit zu einer 
grSfleren Gruppe Ca** abhSnglger Phosphollpldbindungsproteine gehorL Es. wird eine Konsenussequenz 
beschrieben 

(Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-lle-fil-lle-Lew-Ala-fob-Arg; fob = hydrophob. fil = hydro-phil, 
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var = varlab8l). die an der Ca** BIndung beteillgt sein kdnnte (M J.Geisow et al.. Nature 320 (1986), pp. 
636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 Anrtinosaure langen Subsequenzen 
der erfindungsgemSfien Proteine (Rg.6). Autmilig 1st auch der 6 AminosSuren lange Abschnitt am Ende 
Jeder Repeat der fast auflchliefilich aus hydrophoben AminosMuren besteht foooooo" in Rg.6). 

5 

c) Sequenzanaiyse der VAC'beta cDNA 

Die VAC-beta cDNA Sequenz der Klone NrlS, Nr19 und Nr22 ergab 1940 bp und gelit In einen poly-A 

10 Abschnitt Uber (Rg.7). 16 Basen vor dem poly-A Abschnitt findet sich das Polyadenylierungssignal 
AATAAA. Allerdings kommt diese Konsenussequenz bereits an der Nukleotidpositron 1704*1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nicht ait Poiyadenylierungssignal verwendet wird, ist unbekannt. Die zusStziich 
erforderliche Sequenz an der 3'Seite der AATAAA Sequenz, YGTQTTY (Gill A et al.. Nature 312 (1984), pp. 
473-474) kommt erst relativ welt entfemt vor (TGTGTTAT. Position 1735-1742): moglich. da0 dies die 

rs Erkiarung fOr ein Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darsteitt 

Die cDNA enthalt einen iangen, offenen Leserahmen, der vom Beginn der cONA bis Position 1087 
reicht Er wurde ein Kodlerungspotential fUr 362 Aminosauren betnhaiten. Aus Analogiegrunden zu VAC-alfa 
und aufgrund der Tatsache. dafl auch ein 34.000 D Protein bei der Reinigung von VAC anfailt (siehe E.P.A 
181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG. Position 107-109) als Translationsstart angenommen. Die 

20 Kozakregel ist hter nicht so gut erfOlIt wie bet VAC-alfa (AAGAGATGQ auf Position 102-1 10). 

Das resultierende Protein (VAC-bete) w9re 327 Aminosiuren lang. Es besHzt 4 Cysteinreste 
(AminosSureposltion 161. 206. 250 und 293) und sine potentielie N-Glykoxyliemngsstelle (Asn-Lys-Ser. 
Aminosaureposition 225-227). Das errechnete l^olekuiargewicht betragt 36.837 (Rg.9). Auch in VAC-beta 
gibt es Oberdurchschnittlich viele geladene Reste: 97/237 (29,6%), wobei die sauren Aminosauren 

25 (Asp+Glu: 49) Qber die basischen (Lys-i^arg 42) Gbenmegen; eine Erfclirung fQr das nach SOS-PAGE 
entiittelte niedrigere Motekuiargewicht 

Auch VAC-beta zelgt eine interne Wiederholung einer 67 Aminosauren Iangen Sequenz Rg.8). Inner- 
haib dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert. 17 Aminosauren (25,4 
%) kommen in drel von vier Repeats vor. an 25 Posftionen (37,7 %) enthalten Jewells zwel Repeats dieselbe 

so AminosSure. Auch VAC-beta zeigt gute Oberelnstimmung mit der 17 Aminosauren Iangen Konsenusse- 
quenz. Die AusfUhrungen zum VAC-alfa gelten analog fQr VAC-beta. 



d) Genomische Southernbtot Analyse 

36 

Die Analyse chromosomaler DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Bild. Die 
DNA wurde mit EcoRl, Hindlll, BamHI und Psti geschnitten. Die auf Nitrozeilulose transferierte DNA wurde 
sowohl mit eIner VAC-alfa DNA {pP11/3) als auch mit einer VAC-beta DNA (pRH203) hybridisiert. Das Wa- 
schen der RIter geschah unter stringenten Bedingungen (siehe Punkt a)), dii. mit 0,2xSSC und 65* C. 
40 Trotzdem ergaben sich bei jedem Verdau relativ vieie Banden (Rg.t0). Der Vergleich der beiden Blots 
zeigt daB die Kreuzreaktlon von VAC-alfa und -beta DNA unter diesen Bedingungen eher auszuschlle^en 
ist Die Vielzahl der Banden ist entweder durch die Existenz jeweils ahnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. 
VAC-beta Gen zu erklMren, oder aber es handeft sich um jeweils ein Gen. das durch viele und/oder lange 
Introns unterbrochen ist 

45 

Beisplel 4 



50 

Protein-Analyse 

In Rg.ll ist der Vergleich der Aminosauresequenzen von VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die 
wiederholten Strukturen lessen sich in beiden Proteinen ^leich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
55 ebenfalls gleich lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat in dieses Verbindungspeptid muB 
bei VAC-alfa eine LOcke eingefUhrt werden, um eine optlmale Anpassung der beiden Sequenzen zu 
eriauben. Das N-termlnate Pepttd der beiden Proteine ist unterschledllch lang, 19 Aminosauren bei VAC- 
alfa. 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste Homologle auf. Die beiden 
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Proteine sind an 176 von 320 Aminosaurepositionen ident, was einam Homologiegrad von 55,0% entspricht 
An dieser Stelie sei auch der Vergleich der Nukleotidsequenzen der VAC-affa und -beta cONAs 
eingefQgt Warden zwet Gene und deren Produkte miteinander verglichen, sieht man auf der ONA (=RNA) 
Ebene eine groBere Homologie als auf der Aminoslureebene, was durch die Tatsache ertd^rt 1st. daB bei 
5 der NukletnsSure bereits eine VerSnderung in einem Basentripiett ausreicht urn eine neue Aminosdure zu 
l(Odieren. 

In Rg.12 ist der Vergleich der kodierenden Reglonen von VAC*alfa und VAC-beta cDNA wiedergege- 
ben. Oberraschenderweise zeigen die ONAs nur einen Homologiegrad von 54.2%. also etwas weniger als 
die beiden Proteine. 

70 tn Ftg.13 sind die HydrophllizitStsprofite der beiden Proteine abgebildet. Dabei wurde der Algorithmus 
von Hopp und Wood venfvendet (T.P.Hopp et al.. Proc.NatlJtoad.Sci. 78 (1981) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatberetche sind durch die Balken angedeutet. die Verbindungspeptfde in der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt. Dabei fallt auf. dafl das Verbindungspeptid zwischen der zwelten und dritten Repeat 
besonders hydrophil ist. In diesem Peptid befindet sich sowohl bet VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 

75 Arginin an identer Position. Es ware daher mdglich, dad dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fUr 
eine Protease mit trypsinartlger SpezlfitSt darstellt. Dabei mUQte das MolekUl in zwei etwa gleich groQe 
H9!ften zerfallen. Es wSre denkbar, daB bereits ein solches "HalbmolekOI" eine biofogische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Auf der anderen Sette k(3nnte vielteicht der Austausch 
dieses Arginins durch z.B. Histidin den VAC-protelnen eine gr50ere Stabilitit vermltteln. 

20 Aus Rg. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen. dafi weder VAC-alfa noch VAC-beta einen ISngeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen. der entweder die Sekretion durch, Oder das Einiagem der Proteine In eine 
Membran eriauben wOrden. Es ist daher anzunehmen, deS es sich bei VAC-alfa und VAC-beta um 
intrazeiluiSre Proteine handeit. 
• Waiiner et ai (Nature 320 (1986), pp.77-d1) berichten die Struktur des humanen Upocortin I. Saris et al. 

25 (Cell 46 (1986). pp.201-212) und Huang et al. (Cell 46 (1986). pp. 191-199) die Struktur des murtnen bzw. 
humanen Calpactin I, das auch Upocortin II genannt wird. Diese Proteine gehdren ebenfalls zu der Klasse ^ 
der Ca*^* abhsingigen Phosphoilpldbindungsproteinen. Ihre Struktur \MX sich analog zu VAC-alfa und -beta 
. anschreiben (Rg.14). Die Homotogien zwischen VAC-atfa und VAC-beta sind jedoch ausgeprigter als jene 
zwischen VAC und Upocortin: 

30 

VAC-alfa - VAC-beta : 55.0% 
VAC-atfa • Upocortin 1 : 41.9% 
VAC-alfa - Upocortin II : 43.8% 
VAObeta - Upocortin i : 41.7% 
35 VAC-beta - Upocortin II : 44,8% 

Anzunehmen Ist daher, dad auch die Upocortlne aufgrund Ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Antikoaguianzien einzusetzen sind und weiterhin. dafi dies eine 
generalle Eigenschaft dieser Klasse von Ca** abhangiger Phospholipidbindungsproteine Ist. 

40 Viele Mitglleder der Ca*"" abhSngigen Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Vesikel oder andere Bestandteile des Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al., Nature 320 (1986). p.573 fQr 
eine Zusammenfassung). Bei der Sekretion kapsein sich die Vesikel vom Qoigl-Apparat der Zelle ab, 
wandem zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle 
frelgesetzt. in Analogie zur Kuppiung von Erregung mit der l\4uskeikontraktion wurde vorgeschlagen 

45 (W.W.Douglas, BrJ.Pharmac. 34 (1988), 451), dafl auch der Stimulus und die Sekretion Uber Ca** 
gekoppelt ist. Dabei kdnnten die Ca*"^ abhSnglgen Phospholipidbindungsproteine eine wichtige Rolie 
spielen. In der konservierten, 17 AminosHuren tangen Region jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 bis 6 
Hydroxylgruppen-enthaitende AminosSuren (Asp. Glu. Thr. Ser), jeweils drei davon an identischer Position. 
Bei VAC-beta finden sich in jeder Repeat vier dieser Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die In 

50 Calmodulin, Troponin C, S-100 und Parvaibumin beobachtet EF-Hand Struktur aufwelst (R.H.Kretsinger et 
al.. CRC Crlt Rev.Blochem. 8 (1980), pi 19). die In diesen IVIoiekQIen fUr die Ca** Bindung verantwortlich 
ist. verleitet die Konservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu dem Schlui), daB diese Region fQr 
die Ca Bindung verantwortlich ist 

Durch gezlelte IVIutationen in diesem Bereich kdnnte versucht werden, die biologische Aktivitat von 

55 VAC-Proteinen zu verandern. 



Beispiel 5 
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Expression von VAC-alfa in Ecofl 



a) pRH284T: Expressionsvektor mit dem alkalischen Phosphatasepromotor und Terminator 

Das Gen fOr die aikalische Piiosphatase (PhoA) aus Ecoil unterllegt einer strengen Regulation. In 
Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett abgeschaltet bef Abwesenheit von Phosphat Im Medium 
erfoigt Genexpression. H.Shuttleworth et a!., Nucleic Acids Res. 14 (1986), p.8689 sowie C.N.Chang et al., 
Gene 44 (1986). pp.1 21 -125 beschreiben die Nukleotidsequenz dieses Gens. 

Aus metireren Oligonukleotlden wurde die Promotorregion des PhoA gens zusammengesetzt und in 
EcoRI-Clal gesciinlttenes pAT153 eingesetzt. Yor der ribosomalen Bindungssteiie wurde eine Xhoi Steile 
eingefulirt. Die originale EcoRI Steile wIrd beim Enllgieren des synthetischen DNA-Fragmentes zerst5rt 
Nach der ribosomalen Bindungssteiie wurde ein Translationsstart-ATG vorgesehen, dessen G das erste 
Nukleotid einer Saci (-Sstl) Steile ist. Der Expressionsvektor la/St sich durch Schnitt mit SacI an dieser 
Steile llnearlsieren und der a'Oberhang durch Behandlung mit DNA-Polymerase I • Klenow Fragment in 
Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende OberfUhren. Dadurch kann jedes beliebige Gen an dieser Steile 
eingefugt werden, fOr konrekte Bcpression mu0 es mit der ersten Base der kodierenden Region beginnen. 

Das HIndlll-Sail Fragment des pAT-Antells wurde entfemt und durch den alkalischen Phosphatase- 
Transkriptionsterminator ersetzt Die originale Sail Steile wurde zerstort DafQr wurde sle vor dem Termina- 
tor zusammen mit der ebenfalls aus pATt53 deletierten BamHI Steile wieder eingebracht Die Sequenz der 
synthetisch hergestellten DNA ist in Rg.15 abgebtldet 



b) Expressionsklon pRH291 

Der cDlviA Klon pP6/5 wurde mit Bgill und Pstt geschnitten und das 980 bp lange Fragment isoHertt das 
den Haupttell der kodierenden und ca. 200 bp 3'nichttranslatierte Region enthalt Mittels Oligonukleotlden 
wurde das fehlende S'Ende der kodierenden Region ersetzt Dabei wurde durch zwel Mutationen (QGC -» 
GGT, Gly7 und ACT ACC. Thr-8) gleichzeitig eine Kpni-Schnittstelie in die VAOcDNA eingefQhrt. 
Die OligonuMeotkle hatfen foigendes Aussehen: 

lEBI-678 llEBI-677 
S • GCACAGGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTTGATGAGCGGOCT 3 * 
CGTGTCCAAGAQTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
I BBI-680M 

GAT6CAGAAACTCTTC6GAAGGCTAT0AAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGA6C 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

BBI- 

I lEBI-682 I 
ATCCTGACTCTGTTGACyiTCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 • 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5 • 

67911 EBI-6811 

Die Oligonukleotide EBI-680. -677. -678 und -682 wurden an 5'Ende phosphoryliert. EBI-678 und -680. 
EBI-677 und*679 sowie EBI-682 und -681 wurden paan^reise auf 100*C erhHzt und langsam langsam 
abgekUhit fie 100 pMol in 20 ul). Die Doppelstrang-Oiigonukieotide wurden vereint und ligiert. pRH 284T 
wurde mit SacI iinearisiert das 3'Qberh3ngende Ende durch Behandlung mit DNA-Polymerase i / Klenow 
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Fragment in Gegenwart von dGTP zu einen^ geraden Ende reduztert. und mit BaniHI nachgeschnitten.Ca. 
30 ng Vektor. 200 ng cONA und 250 nMol Oligonukteotide wurden in 15 ul Ldsung ligiert. Kompetenta 
E.coil HB101 wurden mit der Ligaselosung transformiert. Der resuttierende Klon wurde pRH291 benannt 
(Rg.l6). 

5 

Beispiel 6 



10 

Vac-beta Expression in Exoii 



75 a) Expressionsklon pRH212 

AIs Expressionsvektor wurde das Plasmid pER103 verwendet (ERastl-Oworkin et aL, Gene 21 (1983), 
237-248). Der Vektor wurde mit Hindlll linearislert Das 5'Uberhangende Ende wurde mit dATP und DNA- 
Polymerase 1 / Kienowfragment partiell eingefOilt. und der verbteibende Etnzelstrangrest mit SI Nuklease 
20 verdaut Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschnitten und das gro6e Fragment Isoliert (Rg.17). Aus dem 
Kton pRH203 wurde das 440 bp lange Maelll-BamHt Fragment isoliert, das die Codons 13 bis 157 enthStt. 
Das fehiende 5'Ende wurde durch Oligonukleotide ergSnzt: 

25 EBI-307 

5 • CCAT06CTTGGTGGAAAGCTT6GATCGAACA6GAAGGT 3 • 

3 • GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5 • 
EBI-306 

Dabei wurden fUr E.coli optimale Codons veofvendet (zB. R.Grantham et al., Nucleic Acids Res. 8 
(1980), 1893-1912). Dieser Codonaustausch resuittert in einer neuen HIndlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Das 
Oligonukleotide EBI-306 wurde phosphioryliert. mit EBI-307 hybridisiert und mit dem VAC-beta Fragment 

3S ligiert. Nach dem Nachsciinitt mit BamHI wurde das S'terminale VAC-Fragment in den vorbereiteten 
pER103 Vektor ligiert Der entstehende Klon wurde pRH211 benannt Um die fOr VAObeta kodierende 
Region zu erganzen. wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHl-Sphl Fragment isoliert. Der 
ca. 200 bp lange pBR322 Abschnitt von BamHI bis SphI aus dem Plasmid pRH211 wurde entfemt und 
durch den entsprechenden VAC-cDNA Teil ersetzt. Es resultierte der Klon pRH212. Das EcoRI-BamHI 

40 Fragment, das den Trp-Promotor (S.marcescens). die ribosomaie Bindungsstelle und den synthetisch 
hergestellten Beginn des VAC-beta Gens enth^it, wurde durch Sequenzieren ttberprOft 



b) Expression von VAC-beta (pRH212) 

45 

Der Nachweis des plasmidkodterten VAC-beta erfolgte im Maxizell-system (A^Sancar et al.. J. BacterioL 
137 (1979), pp.692-693.). Ecoli CSR803 (F", thr-1. leuB6, proA2, phr-1, recAl, argE3, thi-1, uvrA6, ara-14. 
lacYI. galK2. xyl-5, mtl-1, gyrA98 (nalA98). rpsL31, tsx-33, Lambda" supE44) wurde mit pRH212 transfor- 
miert und bis zu einer ODeoo bei 37* C gezOchtet. 20 ml Kultur wurden in einer offenen Pelrischale mit 

50 einer UV-Germicidlampe (15W) aus 50 cm Entfernung 5 Sekunden lang bestrahit und anschliefiend 1 
Stunde welter inkubiert. Der Kultur wurden lOOug D-Cycloserin zugesetzt. Nach 16 Stunden wurden die 
Bakterien abzentrifugiertt zweimal mit Hershey-Salziosung gewaschen (5.4g/l NaCI, 3,0 g/1 KCI, 1,1 g/I 
NHaCI, 15 mg/l CaCl2x2H20. 0,2 g/I MgCl2x8H20. 0.2 mg/l FeCl3x6H20, 87 mg/l KH2PO4. 12.1 g/I Tris pH 
= 7,4). in 5 ml Hersheymedium resuspendiert (pro 100 ml Hersheysalze: 2.0 ml 20% Glukose, 0,5 ml 2% 

55 Threonin, 1,0 ml 1% Leucin, 1,0 mi 2% Prolin. 1,0 ml 2% Arginin. 0,1 ml 0,1% Thiamin-HCI) und mit 20 
ug/ml IndolacrylsMure 2 Stunden inkubiert. Nach Zusatz von 5 tiCi/mf ^'S-Methionin und weiterer Inkubation 
bei 37* C (1 Stunde) wurden die plasmidkodterten Protelne radloaktiv markeirt. Die Bakterien wurden 
abzentrifugiert und in 200 ui SDS-Probenpuffer aufgenommen (iiimmli-Gel System, z.B. LG.Davies et at, 
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Methods in Molecular Biology (1986) pp.306-310). Die markierten Produkte wurden auf einem 15% 
Acrylamldgel aufgetrennt Das Gel wurde getrocknet und an Kodak X-Omat S Film exponiert. Als Referenz 
wurde gereinigtes VAC-alfa Protein mftlaufen gelassen und durch AnfSrtjen sichtbar gemacht VAC-alfa ISuft 
etwas schneller als das pRH2l2 kodierte VAC-beta, wie es auch dem Molekulargewicht nach zu erwarten 
war. Die Bcpression von VAC-beta ist auflerdem durch Zugabe des Induktors Indolacrylsaure stimuHerbar 
(Rg. 18). 

c) Expressionsklon pRH292 

Der Expressionsvektor pRH2a4T wurde mit Sad linearisiert und die 3'aberhangenden Ende mit DNA- 
Polymerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden QbergefQhrt Der Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten, und das gro6e Fragment isoliert.Das Hindlli-Sall Insert des Klons pRH 212 wurde isoliert 0.2 
pMot des Oligonukleotidpaares 

5' GCTTQQTGGAA 3' EBI-684 
3' CGAACCACCTTTCQA 5' £61-685 

wurde mit 0,2 pMol VAC-beta Insert und 0,015 pMol vorbereiteten pRH284T ligiert. Ecoli HB101 wurde mit 
20 der Ligaseiasung transfonmiert. Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Ftg.l8). 



10 



15 



25 



30 



3S 
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Nachweis der Expression von Vac-alfa und Vac-beta in E^coli 
a) Anzucht der Klone HB101/pRH291 und HB101pRH292 

Medien: 1) Vorkultur 



10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
40 4 g/l Glucose 

9 g/l Na2HP04^H20 
1 g/l NHfCI 
1 g/I KG 

1 ml/1 1M MgSO+.THaO 
45 100 mg/t Ampicillln 

Start-pH « 72 



50 

2) Hauptkultur 

0.68 g/l (NH4)2HP04 
ss 0,62 g/l K2HPO+.3H20 
2.33 g/t KQ 
0.5 g/l NaCI 
0.53 g/l NHiCI 
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1.23 g/i MgSOi.7H20 
0.011 g/lCaCl2 

10 mg/i Thiamin.HCI 

3.92 mg/l {NH4)2Fe(S04)2.6HaO 
5 0,72 mg/l AICI3.6H20 

0.71 mg/l C0CI2.6H2O 

1.5 mgrt KCr(S04)2.12H20 

0.75 mg/l CuSOi.5H20 

0.19 mg/l HaBOa 
TO 0,51 mg/l MnSOi.HaO 

0.79 mg/l NIS04.6H20 

0,73 mg/l Na2Mo042H20 

0.86 mg/l 2nS04JH20 

21 g/l Caselnhydrolysat (Merck Art.# 2238) 
75 25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein 

2 g/l Hefeextrakt 

1 g/l CltronensSure 

11 g/l GIUC0S6.H20 (Start bzw. Feed) 

20 

700 ml Vorkulturmedium wurden mit dem Expressionsklon angelmpfl und be! 37* C unter ROhren (1000 
rpm (sUmdrehungen pro Minute), Magnetstab) und Sauerstoffzufuhr (5 wm (=vol/vol/mln). BelUftungsfritte) 

12 bis 15 Stunden Inkubiert. 600 ml dieser Vorkultur wurden in einen Femnenter mit 12 1 Hauptkulturmedium 
uberfQhrt Die Hauptkultur wurde unter folgenden Bedingungen fermentiert 

25 

ROhrsystem: BlattrQhrer bei 1000 rpm 
BelQftung: 1 .0 wm 
Temperatur: 28 'C 

pH: 6.5 (25% NH3 zur Korrektur) 

30 

Wahrend der Fermentation wurde die Glucosekonzentration gemessen. Bei Absinken auf 5 g/l wurde 10 
g/l Glucose nachgefOttert Alle weiteren NachfOtterungen zu je 10 g/l erfolgten bei einem Absinken der 
Glucosekonzentration im Fermenter auf 10 g/l. Re! der Sauerstoffpartialdruck auf etwa 0,05 atm ab, wurde 
der Daick Im Fermenter auf 0.3 bar erhoht. Nach 20 Stunden wurde auf 15*0 abgekOiilt. die Biomasse 
35 Qber eine CEPA-Zentrifuge vom NShnmedium abgetrennt und bei -70* G eingefroren. 



b) Nachweis des rekombination Vac-alfa bzw. Vac-beta Proteins 

40 



45 



55 



Ldsungen: 



Probenpuffen 



125 mM Tris pH = 6.8 
50 4 % SDS 

10 % MercaptoSthanol 

10 % Glyzerin 

0.02 % Bromphenolblau 



Acrylamidgel: 
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Sammelgei: 

3 % Acryiamtd 
0.1 % Bisacrylamid 
5 125 mM Iris pH =6.8 
0.1 % SOS 



10 Trenngel: 

13,5 % Acryiami'd 
0.45 % Bisacrylamid 
375 mM Tris pHa8,8 
75 0.1 % SOS 



Laufpuffer. 

20 

14.4g/l Glycin 
3.025 g/1 Tris 
5 ml 20% SOS 

25 

Proteingel-Rirbeldsung: 

0,1% Coomassieblau 
30 50 % Methanol 
. 10 % Essigsiure 



35 EntfSrbeldsung: 

5% Methanol 
15% Essigsaure 

40 

Glycerinldsung: 

7% EssigsSure 
45 2% Glyzerin 



Transferpuffen 

50 



10 X Transferpuffen 

55 24.2 g/l Tris 
11 2.6 g/1 Glycin 
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1 X Transferpuffer 

100 ml/I lOx Transferpuffer 
200 mi/i Methanol 
s 1 ml/1 Empigen 



Biockldsung: 

10 

1% Tween 20 

1% BSA (Rinderserumalbumin) 

10% fdtaies K9lberserum (QIBCO) In PBS 

ts 

PBS: 

8 g/1 NaCI 
20 0.2g/IKCI 

1.15g/l NaaPOi 
0.2g/IKH2PO4 
0,1 g/l Mga2 
0,7 g/l CaCb 

25 



aikalische-Phosphatase-Puffer: 

30 1 00 mM Tris pH = 9,5 
100 mM NaCI 
5 mM MgCI 

Am Ende der Fermentation wurde die optische Otchte der BrOhe bestimmt und ein Aliquot entnommen. 

35 Die Bakterien wurden in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert. mit einer Konzentration von 20 ODeaonm (opti* 
sche Oichte bei 600 nm) In Probenpuffer resupendiert und fOnf MInuten be! 100*C denaturiert. UnlOsliche 
Anteile wurden durch.Zentrifugleren In der Eppendorfzentrifuge pelletiert 5 ul Aliquots wurden auf das 
Acrylamidgel geladen. Als Referenz dienten Expresslonsklone. die stSndIg bel hoher Phosphatkonzentration 
gezUchtet worden waren (0.08 mM Phosphat). Unter diesen Bedlngungen wurde der alkallsche Phosphata- 

40 sepromotor nicht aktlvtert. 

Die Protetne wurden bei 6*5 V/cm (Sammelgel) bzw. bei 13 V/cm (Trenngel) entsprechend dem 
Molekulargewtcht aufgetrennt, bis der Bromphenolblaufarbstofff das Ende des Gels enreicht hatte. Eine 
HSIfte des Gels wurde mit Coomassleblau gefarbt. Dazu wurde das Gel 30 MInuten In der Rrbeldsung 
bewegt und anschlie/Bend eine Stunde in der Entf^rbelosung behandelt Zur besseren Entfemung des Qber- 

45 schQssigen Farbstoff wurde ein mit Alctivkohle gefUllter Dialysenschlauch in die EntfMrbei5sung getauch. 
Oas Gel wurde abschlte/3end 30 Minuten in der Glyzerinl5sung behandelt und mittels eines Geitrockners 
getrocknet. 

Die Proteins der zweiten Gelhalfte wurden auf ein Nitrozeilulosefilter ubertragen. Dazu wurde der 
Sandwich Whatman 3MM Papier-Gel-Nitrozellulose (Schleicher-Schuell, BA85)-Whatman 3MM Papier in 

50 einer Btorad-Transferapparatur in 1x Transferpuffer zwel Stunden einer Spannung von 150 V (StromstSrke 
1000 mA) unter KQhIung ausgesetzt. Das Nitrozeilulosefilter wurde Uber Nacht bel Raumtemperatur in 50 ml 
Blocklosung behandelt. Das RIter wurde drei Stunden in 5 ml Blocklosung / 1:1000 verdOnntes Rabbit-Antl- 
Vac-Antiserum inkubiert und anschileOend 30 Minuten in Rie/}wasser.sowie dreimal 15 Minuten in PBS / 1% 
Tween 20 (Merck-Schuchardt # 822184) gewaschen. Das RIter wurde in 20 ml BlocklSsung mit einer 

55 1:2000 Verdunnung des Anti-Rabbit IgG (Fc) alkaline phosphatase conjugate (Promega*ProtoBlot Immu- 
noscreening System) drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde wie oben In RIeOwasser und 
PBS / 1% Tween 20 gewaschen, Der Nachweis des gebundenen AntikQrper-alkaHsche Phosphatase- 
Konjugates erfolgte durch eine Farbreaktion (Promega-ProtoBlot Immunoscreening System). 66 ul N6T (50 
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mg/mi NItro-blue-tetrazolium in 70% Dimethylformamid) und 33 ul BCIP (50 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3- 
indoiyl-phosphat in Oimethylformajnid) wurden in 10 ml alkalische^Phosphatase-Puffer gel5st. Das Nltrozei- 
tulosefilter wurde bis zur Farbentwicklung in dieser L6sung inkublert und anschlle^d 30 MInuten mit 
Rieflwasser gewaschen. Das RIter wurde getrocknet und in Plastikfolie eingeschweiflt. 

5 In Rgur 19 ist das Resultat wiedergegeben. " + Pfiosphat" 1st die KontroIIe ohne Expression, 
Phosphar zefgt die Expression von Vac-alfa (Klon HB101/pRH291) bzw. Vac-beta (Klon HB101/pRH292) 
Protein unter der KontroIIe des alkalischen Phosphatase Promotors. Sowohl Vac-alfa als auch Vac-beta 
Protein sfnd bereits auf dem gefSrbten Gel zu erkennen. Die geblldete Menge an Vac-Proteinen betrSgt 
Oberraschendenweise mindestens 20 mg/!/OD600nm Bakterlenkuitur. 

10 Der Westemblot zeigt deutlich die angefarbte Vac-alfa Bande. Zusatzlich sind einige Proteine niedrige- 
ren IS^olekulargewichts im Bereich bis 30 kO erkennbar. die mogllcherweise durch proteolytische Spaltung 
am N-und/oder C-Terminus des Vac-alfe Proteins entstanden sind. AuffSllig ist aufierdem ein durch das 
Antiseaim erkanntes Protein Im Berefch klelner 20 kD. das eventuell eIn durch Proteolyse entstandenes 
Halbmolekul des Vac-alfa Proteins darstellen konnte. Oberraschenderweise wurde auch Vac-beta durch das 

/5 Anti-Vac-Antlserum erkannt. Da diese Bande wesentlich schwacher als die Vac-alfa Bande gefSrbt ist. 
andererseits aber die Vac-beta Bande im Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensitat dem Vac-alfo 
entsprlcht. ist daraus zu schlieflen. daB die Erkennung des Vac-beta Proteins durch das Anti-Vac-Antiserum 
wesentlich schlechter als jene des Vac-alfa Proteins erfolgt. 

20 

Beispiel 8 



26 Reinigung von rekombinationem VAC-alpha 

Ausgangsmateriai: Exoli HBIOI/pRH 291. 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70* C eingefroren worden. 

3cr: 

a) Zell Homogenlsierung und Extraktion 

103.5g gefrorener Zellkuchen wurde in 500 ml eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM TRIS/HCI, 50 mM EDTA 
und 200 mM NaCl. pH 7.5) suspendiert und mft einem Ultra-Tunax (5 kurze Impulse) zur ZerstSrung von 

35 Klumpen behandelt. Die Suspension wurde danach 3-mal durch eine Manton-Gaulin Presse bei 6.000 psi 
gefuhrt Zuletzt wurde die Presse mit 300 ml Lyse-Puffer gespQIt. Zur homogenisierten Suspension wurde 
langsam eine 5%ige lasung PEI (Polyethylenlmin, Molekulargewlcht 30.000-40.000), das mit 5 H HCI auf 
pH8 eingestellt worden war, bis zu einer Endkonzentration von 0.5% PEI. hInzugefQgt Nach 30-minQtigem 
RQhren in einem Bsbad wurde die Ldsung bet 9.000 g. 60 min. und 4*0 unter Verwendung einer 

40 Beckmann J2-21 Zentrifuge gekiSrt (roher Extrakt). 



b) Ammoniumsulfat Fraktlnierung: 

45 Festes Ammoniumsulfat wurde langsam zum gerOhrten rohen Extrakt bis zu einer SSttigung von 30% 
(176 g/l) gegeben. Der Niederschlag wurde nach einer Nacht Im KUhlraum entfernt. Der klare Qberstand 
wurde langsam bis zu einer SMttigung von 65% mit festem Ammoniumsulfat versetzt (235 g/l Qberstand) 
und zwei Stunden gerOhrt Das Prazipitat wurde dann durch Zentrifugation bei 10.000 g 30 min. bei 4* C 
gesammeit. Es wurde in 500 ml 20 mM TRIS/HO + 50 nM NaCI. pH 7.4 gel5st und gegen denselben 

so Puffer so lange dialyslert, bis alles Ammoniumsulfat entfernt worden war (bestimmt durch das Ausbleiben 
einer BaS04-Bildung nach Zugabe von BaCh zum Dialysat). 



c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

Das Dialysat wurde durch Zentrifugation geklSrt und auf eine 160 ml DEAE-FF-Sepharose-Kolonne 
(Phannnacia), die mit 20 mM TRIS/Ha + 50 mM NaCI pH 7,4 equilibriert worden war, au^etragen. Sobald 
der ODssonm des Eluates den Puffer-Level enreichte, wurde ein Gradient von 50 - 500 mM NaOl in 20 mM 
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TRIS/HCl pH 7,4 gefahren (insgesamt 10 Kolonnen-Volumina des linearen Qradienten). 

Das Eluat wurde bei ODasown kontrolliert und durch SOS-PAGE und Western Blot, urrter Verwendung 
eines Kaninchen-Antiserums gegen Placenta-VAC hergestellt, wie fOr das Rinder-VAC in der EPA 0 181 465 
beschrieben, und eInes Schwelne Anti-Kaninchen IgG gekuppelt an alkallscher Phosphatase, analysieit 
5 VAC-enthaftende Fraktionen wurden gesammett. wobei einige Fraktionen am Ende des Hauptpeaks vendor- 
fen wurden. Der VAC-Pooi wurde unter Venfvendung einer AMICON Uttrafiltrationszelle und eines PM 10- 
Typ Ultrafilters konzentriert. 



10 d) Chromatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 

Eine Pharmacia K 26/100 Kolone (500 ml) wurde mit Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) betaden und mit 
20 mM Bis-TRIS/HCI + 100 mM NaCI pH 6.3 bei einer Durchfluflrate von 15-20 ml/Stunde equilibriert. 6-15 
ml Aliquots des konzentrierten DEAE-FF-Sepharose-Pools (total 87.4 ml) und anschliefiend der Bis-TRIS- 
/5 Puffer (S.O.) wurden auf die SSule aufgetragen. Oas Buat wurde bei OD 280 nm Oberwacht. Der VAC 
reprasentierende Peak war der letzte auffallige Peak des UV-Prcfils wie durch SDS-PAGE und Western 
Blots von Aiiquots gezeigt werden konnte. £r wurde gesammelt, die Pools ailer Versuche vereinlgt 
(insgesamt 7) und gegen 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6.3 dialysiert. 

20 

e) Chromatographie an einer Q-SEPHAROSE-FAST-FLOW 

Erne 40 ml Kolonne (K 16/20) einer Q-Sepharose-Fast-Row (Phamiacia) wurde an das FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen und mit 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 equiiibrieri Der dialysierte VAC-Pool 
25 wurde auf die Saule aufgetragen und so lange mit 20 mM 6IS-TRIS gewaschen, bis der OD28onm des 
Eluates wieder den Puffer-L^vel erreicht hatte. Bne NaCI-Gradient in 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6.3 wurde 
zur Elution venvendet 

0-105 nM NaCI in 1 Kolonnen-Volumen ( 40 ml) 
30 105-245 nM NaCI in 20 Kolonnen-Volumen (800 ml) 
245-350 mM NaCI in 2 Kolonnen-Volumen ( 80 ml) 

VAC donnte im letzten prominenten Peak des UV-Profi!s Identifiziert werden. der bei ungef9hr 0.14 M Nad 
eluierte. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot Reverse HPLC und isoelektrlscher Fokussie- 
35 rung bestimmt. Der VAC-Pool wurde bei -20' C aufbewahrt. 



Beispiel 9 



Vergleich Rekombinantes/natOrliches VACa 



46 

Verwendete Methoden: 

a) Geipermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

50 c) N-terminale Sequenzierung 

d) Tryptic Peptid Map 

e) SOS-Geletektrophorese 
0 Western Blot 

g) Isoelektrische Fckussierung 
55 ' FUr den Verglelch wurde einerseits natOrliches VAC, andererseits rekombinantes VAC-alfa verwendet. 
Im fdlgenden werden die Versuchsbedingungen fOr die einzelnen Analysenmethoden beschrieben. 



41 



EP 0 293 567 A1 



a) Gelpermeations-HPljC 

Saul© Waters Protein Pak 1 125. 2 x (7.8 x 300 mm), 10 urn Teilchendurchmesser 
Eluens: 0,5 M NaaSO*. 0,02 M NaH2P04, pH 7,0, 0,04% Tween 20. 25% Propylenglykol 
5 Flufl: 0,5 ml/min 

Oetektion: U V-Absorption, 21 4 nm 

Die Chromatogramme von naturlichem und rekombinatem VAC-aifa zeigen den Hauptpeak des VAC- 
Monomeren bel einem Molekulargewicht von 34.000 bzw. 33.000. Oaneben gibt es jeweils einen geringen 
70 Anteil von fruher eiuierendem Oimeren des VAC. Die Eichung der Molekulargewichtsskala erfolgte Qber 4 
Standardproteine. Die Slule trennt Strang genommen nach MolekOlgra^e und nicht nach Molekulargewicht 



b) Reverse Phase HPLC 

IS 

Saule: Bakerbond WP Cia. 4.6 x 250, 5 urn Teilchendurchmesser, 30 nm Porendurchmesser 
Eluens A: 0,1% TrifluoressigsSure In Wasser 
Eluens B: 0,1% Trifluoressfgsaure in Acetonitrii 
Gradient 20% B fQr 2 min, 20 - 68% B in 24 min, 
20 68% B fur 10 min, 68 - 20% B in 1 min 
Flufl: 1 ,0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption. 214 nm und 280 nm 



25 Die Chromatogramme von natOrlichem und rekombinatem VAC zeigen fQr VAC eine Retentionszeit von 
etwa 29 min. Die daneben vorllegenden sehr kleinen Peaks sind nur zum Tail Verunreinigungen der VAC- 
Probe. Alle mit BW gekennzeichneten Peaks stammen aus dem Blindwert der SSule. 



30 c) IM^terminale Sequenzierung 

Sequenzlert wurde ein Qber Reverse Phase HPLC entsalzter Peak von rekombinalionem VAC-aifa. Die 
Sequenzierung erfolgte mIt einem Gasphasen sequenator der Rrma Applied Blosystems (Modell 470A) mit 
dem Pmgramm 40APTH. Die Probe wurde In 50 ul 70% HCOOH gel5st Am Sequenator wurden 2 x 25 u.1 
35 aufgetragen. Mit einer Ausgangsmenge von 2,3 nMol konnte bis zur AminosSure 39 sequenziert werden. Es 
wurde 100%ige Obereinstlmmung mit der erwarteten Sequenz (aus natOrilchem Protien und cDNA) 
gefunden. ZusStzliches N-terminaies Met konnte nicht nachgewiesen werden (S 1%). Der N-Terminus liegt 
bel rekombinantem VAC-aifa frei und nicht blockiert vor wie bel natOrilchem VAC. 

40 

d) Tryptic Peptid Map 

Vergllchen wurden naturllches VAC und rekombinantes VAC-aifa. Aus beiden Proben wurde VAC Uber « 
Reverse Phase HPLC entsalzt. getrocknet und In 0.1% NH4HCO3 gelSst. Fur die Spaltung wurden 4 
45 Gewlchts% Trypsin (Worthlngton. TPCK behandelt. gelost zu je 1 mg/ml in Wasser) zugesetzt, nach 6 

Stunden Inkubation bei 37*C nochmais 4 Gewichts% Trypsin. Nach weiterer Inkubation Uber Nacht wurden « 
die entstandenen Peptide Qber Reverse Phase HPLC getrennt Die belllegenden Chromatogramme (214 nm 
und 280 nm) zeigen ein praktisch Identisches Peptidmuster. 

SSule: Water aBondapak Cis, 3.8 x 300 mm, 10 um Teilchendurchmesser 10 nm Porendurchmesser 
50 Eluens A: 0,1% Trlfiuoressigsaure In Wasser 
Eluens B: 0,1% Trrfiuoressigsaure in Acetonltrili 
Gradient 0 - 55% B in 55 min. 55% B fOr 15 min, 55 - 0% B in 1 min 
Rufl: 1.0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 

56 
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e) SDS-Geleiektrophorese 

SOS-Geleiektrophorese wurde weitgehend nach der Originalvorschrift von U.K. Laemmli durchgefQhrt 
(Natur 227, 680-685 (1979)). Die Silberfarbung erfolgto nach der Methode von Oakley (AnaJ. Blochem. 105, 
361*363 (1980)). Das erste Gel zeigt einen Vergleich zwischen natQrlichem und rekomblnantem VAC-alfa. 
Der Gehait an dimerem VAC wurde durch Scannen mit einem Laserdensitometer quantifiziert und betrug 
2% beim natOriichen und 4% beim rekombinantenm VAC. Das zweite Gel zeigt nur rekombinantes VAC- 
alfa. aufgetragen mit und ohne DTT (Dithiothreitol, Reduktionsmittel). Oaraus 1st ersichtiich. daB das SDS- • 
stabile DImere offensichtlich Qber DlsuiftdbrOcken gebunden 1st, die mit DTT reduziert werden konnen. 



10 



IS 



Stammiosungen der Reagenzien 

15% Ammonium-persulfat-L55ung (APS) 

150 mg Ammonium-persulfat werden In 1 ml dest Wasser gel5$t 

20 30% Acrylamid » 0,8% Bis Acrvlamid 

Aciylamid Bls-acrylamid Wasser auf 



25 



30 



35 



40 



46 



50 



55 



15 g 0r4 g so ml 

30 g 0r8 g 100 ml 

45 g 1,2 g 150 ml 

Das Acrylamid wird In dem entsprechenden Wasservolumen geldst und vor der Verwendung fittriert. 



Trenngel'Puffer 

1.5 M TRIS-HCL 0.4% SDS (Sodium-dodecylsulfat). pH 8,8 
18.16 g TRIS + 0,4 g SDS mit konz. HCI auf pH 8.8 
einstellen und mit dest Wasser auf 100 ml auffOIIen. 



StackinogehPuffer 

0.5 M TRIS-HCI, 0.4% SDS. pH 6.8 
6.04 g TRIS ^ 0.4 g SDS mit konz. HCI auf pH * 6.8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffOllen. 



Laufpuffer 

25 mM TRIS. 192 mM Glycin. 0.1% SDS. 0.005% Na*azid pH 8.5 12 g TRIS -i* 57.6 Glycin 4 g SDS 
+ 0,2 g Natriumazld werden in ca, 3,5 1 dest. Wasser gel6st auf pH 8,5 eingestellt und auf 4.0 I aufgefQIIt. 
Es empflehit sicfi die Leitfahigkeit des neuen Laufpuffers mit den vorhergehenden Chargen zu vergleichen. 



0,05% Coomassie-Blue-Farbelosung 

0,55 g Coomassle Brillant Blue R 850 werden in 500 ml Methanol gelost, 30 min gerUhrt und filtrtert. 
Dazu gibt man 100 ml Eisessig und 500 ml dest Wasser. 
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Ent<arbel6sung 

a) Manuelles Ent^rben 

Die Entfarbelosung entspricht der F3rbei5sung ohne Farbstoff: 500 ml Methanol + 500 ml dest. Wasser 
5 100 ml Bsessig 

b) Bektrophoretisches Ent^rben in 7.5% Essigsaure 



4 X SDS Auftragepuffer (ca. 1 Monat haltbar) 

70 



Farbstoffkonzentrat 

75 Bromphenolblau 50 mg 
Glycerin 0,5 ml 
Wasser (dest.) auf 10 ml 
Die Losung ist ca. 3 Monate haltbar. 

20 

Auftragepuffer: 

Farbstoffkonzentrat 0,4 ml 
25 SOS 0.8 g 
Glycerin 4 g 
Wasser (dest) auf 10 ml 

30 

1 X SDS Auftragepuffer 

VerdUnnung 1:4 des 4 x SDS Auftragepuffers mit dest Wasser. 

35 

Silberfarbung nach Oakley 



40 

Reagenzien 



45 Destatner: 



Ethanol 200 ml 
Essigsaure (cone.) 62,5 ml 
Dest Wasser auf 1000 ml 

50 



55 
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10% Glutardia!dehvd-L5sung: 

25% GIutardia!dehyd-L5sung 20 nnl bzw. 40 mi 
Dest. Wasser auf 50 ml bzw. 100 ml 



Die L5sung muB im KQhIschrank aufbewahrt warden. 



10 0J[ N ammoniakalischa Sllberlgsung: 

Erst direkt vor Gebrauch herstellen: 
0.1 N Silbemltrat (16,9 g/l) 23 ml 46 ml 
25% Ammonialkldsung 0.95 ml 1.9 ml 
IS 0.36% Natrfumhydroxid (1 .8 g/0.5 i) 10.5 ml 21 ml 
dest. Wasser auf 50 ml 100 ml 



20 Entwlckler«L8sung 

Unmtttelbar vor Gebrauch herstellen: 
0.5% Citronens^ure (1.25 g/25Q ml) 5 ml 
dest. Wasser 1 1 
25 37% Formaldehyd 1 ml 



Entfarbe*Lgsung (PhotoRxierer): 

30 

Kodak-Rxierer (Photo(abor) VerdQnnung 1:4 mit dest. Wasser. Die VerdUnnung ist mehrfach verwend- 
bar. jedoch nimmt die Dauer des EntfSrbens nach hMufigerer Verwendung zu. 



35 2% Giycerin-Losung: 

23 g Glycerin 87% in 1 I dest. Wasser 



40 

DurchfOhrung der Silber^rbung nach Oakley 

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel an einer Ecke markiert und durchllef danach folgende 
Farbeschrttte Im SchUttlen - 30 min Im Destainer-Bad 
45 - 30 min in 20% GIutardialdehyd-Losung (50 ml) 

• 30 min In flieOendem Wasser Oder Qber Nacht in ca. 2 I Wasser 
- 10 min in ammoniakalischer Silberl5sung (50 ml) 

- 3 min in flie/3endem Wasser 

- ca. 5 min in Entwickler-LQsung 

50 

Der Entwicklungsvorgang wurde nicht nach einer exakten Zeitdauer beendet, sondem dann, wenn die 
Banden ausretchend gefarbt waren Oder spMtestens wenn sich der Hintergrund zu fSrben begann. Gestoppt 
wurde die Entwicklung durch 

- 30 min WSssern der Gele (In einer Wanne Oder unter RIeflwasser) 

55 Die Entwicklung dauerte auch noch an, wenn das Gel bereits im Wasser war! (Diffusionszeit). 
Das Entf^rben des Gels war nur dann eribrderllch. wenn der Hintergrund zu stark gefSrbt war! 

• ca. 5-10 min in Kodak-Rxlerer. bis ein optimaler Kontrast zwischen den Banden und dem Hintergrund 
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erreicht war. Achtungi Das EntfMrben erfolgte auch noch nach unmittelbarem Abstoppen In fliefiendem 

Wasser (Diffirsionszeit). 

- 30 min in 2% Glyc6rin-L5sung 

Danach konnte das Gel auf Rlterpapler bei 80*C 1 Ski. getrocknet warden. 



f) Western Blot 

Der immunologlsche Nachweis erfolgte fQr VAC mit rabbit anti VAC serum (1:1000 verdOnnt) und mit 
10 swine anti rabbit IgG (1:500 verdUnnt). das mit Alkalischer Phosphatase konjugiert 1st Zun\ Nachweis der 
EnzymaktivitSt der Alkalischen Phosphatase wurden die Substrate BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phos- 
phat) und NBT (NItro Blue Tetrazollum) eingesetzt Die vergleichende Proteinfgrbung auf der Nitrocellulose 
erfolgte mit Amidoschwarz, 

IS 

Westenrhblotting im semi'dry Verfahren 



20 1. Materialien: 

Semy-dry Electroblotter (Fa. Sartorlus) SM 175 56; RIterpapler in der Grd0e des zu blottenden Gels; 
Nitrocellulose-Membran (PorengroiSe 0,45 um) In Gelgr50e; 

Reajjienzien 



30^ 

Anodenpuffer l^ pH 10,4 

0,3 M TRiS 3,63 g/80 ml 
20% Methanol 20 ml 

35 



Anodenpuffer 2: pH 10,4 

40 25 mM TRIS 0.3 g/80 ml 
20% Methanol 20 mi 



45 Kathodenpuffen pH 9,4 
25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 

40 mM €-Aminocapronsaure 0,52 g/80 ml (MW 131,3) 
20% Methanol 20 ml 



Amidoschwarz-Protein-Rirbemedium 

55 0.5% (w/v) /^idoschwarz 0,5 g in 40 mi 
50% Methanol 50 ml 
10% Essigsiure 10 ml 
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20 



30 



35 



45 



50 



Entfarber 

Methanol - Wassec - Essigsaure 
5^5- 1 



PBS (Phosphate buffered saline) I0x Konzentrat pH 7.2 



1 36 mM Natriumchiorid 80 g 
26 mM Kaliumchlorid 2 g 
80 mM di-Natriumhydrogenphosphat 1 1 ,3 g 
(80 mM di-Natriumhydrogenphosphat .1 2H2O 28.7 g) 
,5 14 mM Kalium-dihydrogenphosphat 2 g 
mit dest Wasser auffOllen auf 1 I 
vor Gebrauch 1/10 verdQnnen !!1 



Blocking Puffer: 



1% BSA 

0,1% Tween 20. 
25 in 1 X PBS 



Waschpuffen 
1 X PBS 

1 X PBS + 0.1% Tween 20 
1 X PBS 



Farbepuffer fUr Alkatische Phosphatase-Farbung: 
pH 9,9 

^ lOOmMTRIS 1.22 g 

100 mM Natriumchiorid 0.58 g 

5 mM Magnesiumchlorid. 6H2O 0,10 g 

mit dest Wasser auffOIIen auf 100 ml 



NBT (Nitro-Blue Tetrazolium) - Ldsung 

50 mg NBT (Fa. Sigma N-6876)/ml 70% Dimethylformamid 



BCIP (5-Bromo-4^hloro'3-(ndolyl-phosphat) - LQsung 
55 50 mg BCIP (Fa. Sigma B-8503)/ml in 100% Dimethylformamid 
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Farbemedtum fOr Alkalische Phosphatase 

FSrbungspuffer 10 m( 
BCIP 0.033 ml 
5 NBT 0.085 mi 



Antikorperreagenzien: 
10 Rabbit anti VAC-Serum mit alkalischer Phosphatase konjuglert. 



3. DurchfOhrung des Blots 
75 Das Blotter! erfoigte bei 0.8 mA/cm^ QelflUche Qber 60 min 



4. Nachweis der Proteine auf der Nltrocellulose-Membran 

20 

4.1. Protein^rbung mit Amidoschwarz 

Der fur die ProteinfMrbung vorgesehene Anteil der Nitrocellulcse-Membran wurde abgeschnitten und 5 
26 Minuten in Amidoschwarz-FSrbeldsung gelegt Danach wurde die mehrfach verwendbare Rirbel5sung 
abgegossen und QberschUssige FSrbei5sung von der Nitrocellulose-Membran mit Wasser abgespQlt. 



4.2 Immunoloqischer Nachweis 

30 • 



4.2.1 Blockterung der Nitrocellulose-Membran 

35 Vor dem Immunologischen Nachweis wurde die Nitrocelluiose^Membran mindestens 60 min (oder auch 
Qber Nacht) mit 1% BSA in 1 xPBS mit 0,1% Tween 20 biocktert 



4.2>2. Nachweis mit Enzvm*markierten Antlkdrpem 

40 

Nach dem Blockieren wurde die Nitrocellulose-Membran mit rabbit anti VAC Serum (in geelgneter 
VerdQnnung in Biockierungsmedlum) 60 min Inkubiert. 

Danach wurde 3x gewaschen: 1x PBS. PBS mit 0.1% Tween. 20.1 x PBS. Darauf erfoigte die 
Inkubatton der Membran mit swine ant! rabbit IgG. das mit Alkalischer Phosphatase konjugiert war (ebenso 
45 In einer geelgneten VerdQnnung in Blockiemngsmedium Qber 60 min). Danach wurde emeut 3x mit PBS 
gewaschen wie oben angegeben. 

4.2.3 Enzymatische Parbung des Blots 

50 

Die Nitrocellulose-Membran wurde in Farbemedium gelegt (fUr ein Minlgel reichten 10 ml aus) und im 
SchUttler langsam bewegt. bis sich eine ausreichende Anfarbung der Banden zeigte. Die Farbung wurde 
durch Auswaschen des Farbemediums mit Wasser beendet, danach die Nitrocellulose-Membran an der Luft 
getrocknet 

55 
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5. Bewertung des Western-Blots 

Die immunologisch/enzymatisch nachgewlesenen Banden des Blots wurden mit den Banden der 
ProteinfMrbung des Blots und auch mit dem entsprechenden Bandenmuster der SOS-Bektrophorese 
5 verglichen und einander zugeordnet 



7. Isoelektrische Fokussieaing 

70 Der isoelektrische Punkt (pi) fUr rekombinantes VAC-alfa liegt mit 4,9 urn 0.1 pH-Enheiten hdher ats fOr 
natQrIiciies VAC (4.8). 



Polyacrylamidgel-lsoelektrlsche Fokussierung (PAGIF Oder lEF) 

IS 



Material und Reagenzien 

20 Polyacrylamidgelplatten fOr Isoelektrische Fokussierung auf Folie aufpolymerislert. (LKB - "PAGplate", 
SERVA - "Servalyt Precotes") 



Eiektrodenldsungen fOr die ieweillgen pH-Bereiche: 

25 

pH 3.5-9,5 (LXB-PAGplate) 
Anodeniosung: 1 M PhosphorsSure 
Kathodentdsung: 1 M Natronlauge 

ph 5.5-8,5 (LKB-PAGplate) 
30 Anodeniosung: 0.4 M HEPES (mit Na-azid) 
Kathodenlosung: 0.1 M NaOH 

pH 4.0-6.5 (LKB-PAGplate) 
Anodenl5sung: 0.5 M PhosphorsSure 0,1 M GlutaminsMure 
Kathodenlosung: 0.1 M Beta-Alanin (mit Na-azid) 

35 ■ . 

pH 3.5-9,5 (SERVALYT-Precotes) 
Anodeniosung: 25 mM AsparaginsSure 25 mM GlutamlnsSure 
Kathodenldsung: 2 M Ethylendiamin 25 mM Arglnin Base 37,5 mM Lysln Base 

40 KUhlvermittter: Kerosin (Fa. SERVA) 
Flxieri5sung: 

10% TrichioressigsSure (TCA) mit 5% Sulfosaltcyfsdure 
0,05% Coomassie Blue FSrbelQsung 

EntfSriber: 500 ml Methanol 500 mi Wasser + 100 ml Esesstg 

45 

Proben: 

Die Proben sollen salzarm oder besser noch salzfrei sein. Hdhere Salzkonzentration mOssen vor der 
50 lEF gegen ca. 5-10 mM Puffer oder Wasser dialysiert werden. NaCI kann jedoch bis zu 100 mM enthaiten 
sein, ohne da0 die Lauffronten gestort werden. 



Rxierung des lEF-Gels vor Protelnfartaung 

55 

Das Gel wurde ca. 20 min in die Rxiertdsung gelegt jedoch ohne dabei zu schUttelnl (Es Idste sich 
dabel leicht von der Fblie ab) Danach wurde 5 min gew^ssert. 
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ProteinfSrbunq der IEF»Gel9 mit Coomassie Blue 

Die fixierten Gele wurden ca. 2 Std. in Rirbeiosung geiegt und dabef nur sehr leicht bewegt 

5 

Entfgrben der lEF-Gele 

Nach der Farbung wurde die QberschOssige Farbelosung mit Wasser abgespQIt und durch iiaufiges 
Wechsein des Entfarbers das Gel entfMrbt. Nach ausreichendem Entfarben wurde das Gel wieder gewSs- 
w sert, bis der Entfarber ausgewaschen war. 



Trocknen der lEF-Gele 

IS Die Gele wurden auf eine nasse. wasserdurchlassige Klarsichtfolie Oder Dialysemembran geiegt, mit 
der wasserundurchlMssigen Seite nach oben und 1 Std. bei 80* C getrocknet 



Beispiei 10 



Bfotogische Aktivitat von rekomblnantem VAC 



A. Modifi2lerter Prothrombin Zeit Test (S.EPA 0 181 465) 

Zitriertes. PlSttchen freies Plasma (PFP) wurde in An- Oder Abwesenheit von rekombinantem VAC (r- 
3zr VAC) Oder natQrIichem VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt Nach der Inkubatlon wurde eine L5sung aus 
brain tissue factor und Ca** zugegeben. Die Fibrinbildung wurde beobachtet die Gerinnungszeit optisch 
registriert. Die Ergebnisse sind In Rg. 33 dargesteilt und belegen. 6aB r-VAC und VAC die Fibrinbildung 
dosisabhSngig inhibieren. Die spezifischen Aktivitaten des r-VAC und des VAC bewegen sich in derselben 
Grdfienordnung. 



B. Thrombin Zeit Test (s. EPA 01 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- Oder Abwesenheit von r-VAC Oder VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt 
40 Nach der Inkubatlon wurde Thrombin und Ca zugegeben. Die Fibrinbildung wurde optlsch beobachtet 
Sowohl r-VAC als auch VAC Inhibieren nicht die Thrombin-lnduzierte Rbrinbildung wie aus Fig. 34 zu 
entnehmen ist. Folgiich inhibieren sowohl r-VAC als auch VAC die Thrombintnldung, nicht jedoch die 
Thrombinwirkung. 

45 

C. Faktor Xa-Bildung In Gewebefaktor-aktiviertem Plasma (s. EPA 0 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- Oder Abwesenheit von r-VAC Oder VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt An- 
schtieflend wurde eine Losung von "brain tissue factor" und Ca** zum PFP gegeben, um so die 
50 Koaguiation in Gang zu setzen. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen und in einem Puffer 
lOOOfach verdQnnt 10 ul dieser Losung wurden zu 40 txl einer Mischung. die die nachfolgenden 
Komponenten des Prothrombinase-Kbmplexes enthielten. zugegeben. 

0.6 nM Faktor Va 

55 50 urn Phospholiplde (80% Dioleoyl-phospatidylcholin/20% Dioleoyl-phosphatidylserin). 
1 ,0 iim Prothrombin 

Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten wurde der Anteil an aktiviertem Prothrombin durch die 
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amidolytischd AktivitSt unter Verwendung des chromogenen Substrata S 2238 beurteiit. Die Mengd an 
amidolytischer Aktivitat die so gemessen wurde. ist der Menge an aktivem Faktor Xa in dem PFP direkt 
proportional. 

Nach 1000-facher VerdOnnung bei Anwesenheit von VAC in dem PFP konnte keine Auswirkung auf die 
5 Prothrombin-Aktivierung beobachtet warden. 

Eine typische Faktor Xa-Bildungskurve und die Auswirkungen von r-VAC und VAC sind in Rg. 35 
dargestellt. Ourch diese Ergebnisse kann festgesteilt werden. daa r-VAC die Gewebefaktorinduzierte Faktor 
X-Aktivierung im Plasma. In dosisabhangiger Welse wie VAC Inhibiert 

Die Ergebnisse zeigen weiterhin indirekt, dafl sowoiil r-VAC als auch VAC den Faktor Xa direkt nichit in 
10 einer zeitabhingigen Weise inaktivieren. Oiese Aussage kann aus der Fornn der Kurve hergeleitet .werden. 
Nachdem ein Maximum enreicht ist, beginnt die Menge an aktivem Faktor Xa in dem PFP, einer Kinetik 
Pseudo 1. Ordnung foigend, absunehmen. Diese Abnahme resultiert vermutlich aus der Inaktivierung des 
Faktors Xa durch Antitlirombin II!. Die Gescliwindigkeltskonstante Pseudo 1. Ordnung, die aus diesen Daten 
berechnet wurde, betragt ca. 0.25 min^^ und andert sicli nicht bei Abweseniieit von r*VAC und VAC. 
75 Diese Daten belegen eindeutig. dafi r*VAC VAC-AktivitSt zetgt Obwohl die spezifische AktivitSt von r- 
VAC in diesem Koagulationstest identisch ist mit der von VAC und obwohl r-VAC Faktor X^ und Thrombin 
direkt nicht inaktivlert wurden zusatziich noch Untersuchungen zur r-VAC-Bindung an Phospholiplde 
durchgefOhrt. um zweifelsfrei die Zugehorigkeit der VAC-Aktivltat zum r-VAC zu demonstrieren. 

Die Bindung von r-VAC und VAC an eine Phospholipid-Doppelschicht, die aus Dioleoylphosphatidyicho- 
20 lin und Dioleoylphosphatidylserin (80%/20%) besteht. wurde durch Verwendung eines automatischen 
Ellipsometers bestimmt Dies Verfahren wurde von Cuypers et al. in J. Biol. Chem. 258 (1983), 2426-2431 
beschrieben. 

6n typisches Ergebnis dieser Studie gibt Rg. 38 wieder. Sowohl r-VAC als auch VAC zeigen identische 
Bindungskinetik an die Doppelschlcht. wenn sie in einer Konzentration von 1 ug VAC/ ml dieser Doppel- 
25 schicht zugesetzt wurden. Die Bindung erfolgt in Anwesenheit von Ca^"^ und ist, wie durch die Zugabe von 
EDTA gezelgt werden konnte, reversibel, 

Zusammenfassend kann festgesteilt werden, da/i r-VAC biologisch aktiv ist und von natUrlichem VAC 
nicht zu unterscheiden ist. 

30 

Beispiel 11 



35 Konstruktlon Tetracyclln-resfstenter VAC-aipha und VAC-beta Expressionsvektoren (pQN25, 
pGN26) 

1 ug pAT163 wurde in 50 ul Ldsung mit EcoRI geschnitten. Die Enzymakth/itSt wurde durch Erhitzen 
auf 70 *C zerstdrt, und die OberhSngenden Enden durch Zusalz von DNA-Polymerase l/Klenow Fragment 
40 (PollK) (5 units) und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten (je 20 uM Endkonzentration) in einer fiil in 
Reaktion begradigt. Nach Erhitzen auf 70 *C zur Zerstdrung der PollK AktivitSt wurde die DMA mit Athanol 
ausgefallt. Die iinearisierte DNA wurde in 50 M.1 mit Pvui nachgeschnitten. 

pRH291 bzw. pRH292 wurden zunachst mit SphI linearisiert und das 3' QbertiSngende Ende durch die 3' 
exonukleolytische AktivitMt der PollK in Gegenwart von dQTP abgebaut. Nach FSIIen der DNAs wurden 

45 diese mit Pvul nachgeschnitten. Die Fragmente aus alien drei Verdauen wurden auf einem Agarosegel 
getrennt und die entsprechenden Fragmente elulert (pAT153: 3032 bp. pRH291: 1987 bp. pRH292: 2607 
bp). 50 ng pATl53 Fragment wurden mit 50 ng pRH291 bzw. pRH 292 Fragment versetzt und in 10 ul 
ligiert. 100 ul kompetenter E.coli HB101 wurden mit 5 ui der Ugaseldsung versetzt und transformlert. Die 
Selektion erfolgte auf LB-Agar, der 100 ug/ml Ampicillin enthielt. Von den entstandenen Wonen wurden 

50 einige auf LB-Agar mit 12,5 ug/ml Tetracyclin ausgestrichen. Die darauf wachsenden Klone wurden zur 
Herstellung von Plasmid DNA verwendet. Die in einer MInlprsiparation hergestellte Plasmid-DNA wurde mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und so die RIchtigkeit der Konstruktlon UberprOft. Jewells 
ein Klon wurde ausgewMhit und mit pGN25 (VAC-alpha) Oder pGN26 (VAC-beta) bezeichnet 

Exoli iHB101/pGN25 bzw. HB101/26 wurden, wie in Beispiel 7 beschrieben. einer Fermentation 

55 unterzogen, wobei diesmal anstelle des Amicillins 5 mg/1 Tetracyclin in der Vorkuitur verwendet wurden. 
Wdhrend der Hauptfermentation wurden /Miquote entnommen und auf einem 15% Acrylamid/O.1% SDS Gel 
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nach Lammlt unte'rsucht Es wurde kein Unterschied zu den Fermentationen von E.coll HB101/pRH291 bzw. 
HB101/ pRH292 festgestellt Aus der Biomasse der Fermentation wurde VAOalpha und VAC-beta gereinigt 
Die Proteinanalyse ergab ebenfalls keinen Unterschied zu den entsprechenden rekombinanten Proteinen 
aus den Fermentationen der Klone H6101/|pRH291 und HB101/292. 

5 

% 

Beispiei 12 



10 

Reiniqung von rekombinantem VAC-j8 

Ausgangsmaterial: E.coll HBIOI/pRIH 292. 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70 * C eingefroren worden. 

IS 

a) Zell Homogenlsierung und Extraktion 

100 g gefrorener Zellkuchen wurde In 500 ml eiskaltem Lyse*Puffer (100 mM TRIS/l-iCI, 50 mM EDTA 
20 und 200 mM NaCI, pH 7,5) suspendiert und mit einem Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstdrung von 
Klumpen behandelt Die Suspension wurde danach 3-mal durch eine Manton-GauDn Presse bei 6.000 pst 
gefOhrt Zuietzt wurde die Presse mit 300 mi Lyse-Puffer gespQIt. Zur homogenisierten Suspension wurde 
langsam'elne 5%lge Lfisung PEI (Polyethylenimln, Molekuiargewlcht 30,000-40.000). das mit 5 N HCI auf 
pH8 eingestellt worden war, bis zu einer Endkonzentration von 0.5% PEI. hinzugefOgt Nacli 30-mtnUtlgem 
25 RUhren in einem Eisbad wurde die Losung bei 9.000 g. 60 mln. und 4*C unter Verwendung einer 
Beckmann J2-21 Zentrifuge geklSrt (rotier Extrakt). 



b) Chromatograpiiie an Silica 

30 

Silica Cataylst Canier. Grade 953W (Grace GmbH, Worms, BRD) wtade in d estilliertem Wasser geklSrt 
und in eine Chromatographlesaule von 5 cm Durchmesser und 20 cm Hdhe gefUllt. Nacli Aqullibrlerung mit 
Lys-Puffer wurde der rohe Extrakt auf die SMule aufgetragen und mit 3 I Lys-Puffer gewaschen. VAC-^S 
wurde mit einem Uneargradienten von Tetraethylammoniumchlorid In Lys-Puffer (0-1 M in 200 ml Puffer) 
35 eluiert Fraktionen des Eluats wurden durch SDS-PAGE auf VAOjS unter Verwendung von Referenz-iMateriaf 
kontrolliert VAC-i9 enthaltende Fraktionen wurden gesammelt 

c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

40 

Die gesammeiten Silica-Fraktionen wurden gegen 20 mM TRIS/HCl pH 8,4 diaiysiert und auf eine 175 
ml DEAE-FF-Sepharose-Kolonne (26 x 330 mm. Pharmacia), die mit 20 mM TRIS/HCl pH 8,4 equllibriert 
worden war. aufgetragen- Die Kolonne wurde mit 500 ml Pufferl5sung gewaschen und VAC-^ mit einem 
Gradienten von 0-500 mM NaCI in 875 ml Pufferlosung (5 Kolonnen Volumen) eluiert. Das Eluat wurde bei 
45 280 nm kontrolliert und durch SDS-PAQE, unter Venwendung eines Referenz-Materials anaiysiert VAC-iS 
enthaltende Fraktionen wurden gesammett und unter Verwendung einer AMICON Ultrafiltrationszefle und 
eines PM 10-Typ Ultrafilters konzentriert 



50 d) Chromatographie an Sephacryi S-200 "High Resolution" 

Bne Pharmacia K 26/100 Kolonne (500 ml) wurde mit Sphacryl S-200 HR (Pharmacia) beladen und mit 
20 mM Bis-TRIS/HCI 100 mM NaCI pH 8,4 bei einer DurchfluOrate von 120 ml/Stunde equiiibriert. 4 ml 
Aiiquots des konzentrierten DEAE-FF-Sepharose-Pools wurden auf die SSule aufgetragen und die Durch* 
55 flufirate auf 60-80 ml/Stunde reduziert Das Buat wurde bei 280 nm uberwacht. Der VAC-^S reprSsentie- 
rende Peak war der einzige Peak des UV-Profils. Er wurde gesammelt. wobei hochmoiekulare Verunreini- 
gungen. die ebenfalls im UV-Profil detektierbar waren venivorfen wurden. Das gereinigte VAC-/9 wurde durch 
SDS-PAGE anaiysiert und bei -20 * C aufbewahrt. 
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Tabelle: Reinigung von rekomblnanteni VAC-B 

Ausgaagsmatecial: lOO g gefcocenec Zellkuchen 



Volumen(ml) mo Pcotain/ml^ ma total 



10 ROHBXTRAKT 


810 


16,1 


13.040 


SILICA DURCHFLUSS 


2270 


0,35 


795 


VAC-beta SILICA POOL 


380 


5,0 


1.900 


VAC-beta DEAE-PP-POOL 

JS 

OEAB-PP-POOL KONZENTEIAT 


120 


2,6 


312 


4 


58 


232 


VAC-beta SBPHACRYL-POOL 


33.5 


2,2 


74 



20 

X) 



25 



Protein bestimmt dutch BIO-RAD Protein Assay (Standard: 
bovine serum albumin) 



Beispiel 13 



Analytik und Charakterisierung von VAC-beta 

Als In Process Kontrolle zwischen den einzelnen Reinigungsschritten wurde die SDS-Gelelektrophorese 
venvendet. Die genaue DurchfQhrung dieser Analyse erfolgte gleich wie be! den Endkontrollen und ist dort 
beschrieben. Ene Serie der wShrend einer Reinigung eriialtenen SDS-Gele ist Im Beispiel 12 (Reinigung 
von VAC-beta) enthalten. 

Ais Endkontrollen und zur Charakterisierung des gereinlgten Proteins wurden die folgenden Methoden 
venwendet 

a) Gelpermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) AminosMureanalyse 

d) N-terminale Sequenzierung 

e) SDS-Gelelektrophorese . 
0 Isoelektrische Fbkussierung 



a) Gelpermeations-HPLC 

SMule: Waters, Protein Pak I 125, 2 x (7.8 x 300 mm), 10 urn Teilchendurchmesser, Raumtemperatur 
Eluens: 0.5 m NaaSO*. 0,02 M NaH2 PO*. pH 7.0. 0.04% Tween 20. 25% Propylenglykol 
RuBrate: 0,5 ml/min 

Detektion: UV-Absorption. 21 4 nm. 0.5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 40) von gereinigtem VAC-beta zeigt den Hauptpeak des VAC-beta Monome- 
ren bei einem Molekulargewicht von 29.000, daneben ist eine geringe Menge dimeres VAC-beta (M etwa 
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50.000) nachweisbar. Diese Werte fOr das Mofekulargewicht liegen relativ welt unterhalb des erwarteten 
Wertes (M 37.000), was wahrscheiniich darauf zurQckzufOhren ist daB die hier verwendete Gelpermeations- 
SSule nach der MolekQigrSfle bzvr. -gestait trennt und nicht nach dem Molekuiargewicht 



b) Reverse Phase HPLC 



Saule: Bakerbond WP Cts. 4,6 x 250 mm. 5 um Teilchendurchmesser, 30 nm Porendurchmesser. 
w Raumtemperatur 

Eluens A: 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser 

Etuens B: 0.1% TrifuloressigsSure in Acetonitril 

Gradient: 20% B fOr 2 min, 20 • 68% B in 24 min. 68% B fQr 10 min. 68 - 20% B inl min 

Ruflrate: 1 ml/min 
IS Detektlon: UV-Absorptlon, 21 4 nm. 0.5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 41) stammt direlct aus dem Eluat der letzten Reinigungsstufe und zeigt 
haupts^chlich den Pealc des oxidterten VAC-beta (2 Disulfidbracken, tR» 26,6 min). Daneben sind etwa 9% 
reduziertes VAC (tR=27.4 min) sowie einlge kleinere Peaks von restllchen Verunreinigungen nachweisbar. 
20 Das Cliromatogramm (Fig. 42) zeigt dieselbe VAG-beta Probe nach 2 Stunden Inkubadon in 3 M Harnstoff, 
0,05 M Oithiotreitol. Das Protein liegt hauptsachlich in der reduzierten Fonm (rR= 27^4 min) vor. 



c) Aminosiureanaiyse 

25 

Gereinigtes VAC-beta wurde Qber Reverse Phase HPLC (Methode siehe unter b) entsalzt Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde in einem Hydrolyserdhrchen gesammelt und getrocknet 

Die Hydroiyse erfolgte mit 6 N SatzsSure (mit 1% Phenol) in der Gasphase (110*G. 22 Sunden). 

Die Bestimming der AminosMuren erfolgte mit einem AminosSureanalysator (fTyp 6300, Fa. Beckman) 
3a: uber eine NachsMulenderivatisierung mit Ninhydrin. 

Die Aminosiureanaiyse (Rg. 43) einer VAC-beta Probe weist eine Gesamtabwetehung gegenOber der 
theoretischen Zusammensetzung von 6.56% auf. 



3S d) N-terminai Sequenzierung 

Gereinigtes VAC-beta wurde Qber Reverse Phase HPLC (Methode siehe unter b) entsalzt Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde gesammelt und getrocknet 

Der ROckstand wurde in 75 ul 0.1% Tn'fluoressigsSure gelost und direkt fQr die Sequenzierung 
40 verwendet 

Die Sequenzierung erfblgt mit einem Gasphasensequenator der Fa. Applied Biosystems (Modell 470 
A9) mit dem Programm 39apth. 

Mit einer Ausgangsmenge von etwa 1 nM konnte bis zur 39. Aminosaure sequenziert warden. Es wurde 
100%ige Obereinstimmung mit der erwarteten Sequenz gefunden. N-tenminales Methionin wurde offensicht- 
4S lich zu 100% abgespaiten.(Rg. 44) 



e) SDS-Gelelektrophores 

50 Die SDS-Gelelektrophoresen wurden weitgehend nach der Originalvorschrift von U.iC Lammli durchge- 
fGhrt FQr in Process Kontroilen wurden VAC-beta-Proben vor dem Auftragen mit Dithiothreitol versetzt und 
aufgekocht. Endkontroilen erfoigten sowohl unter reduzierenden ais auch unter nicht reduzierenden Bedin- 
gungen. 

Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie Blue. 
55 Rg. 45 zeigt ein SDS-Gel von VAC-beta Proben. 
Spur 1 und 10: iVIolekulargewichtsmarker 

Spur 2 und 3: In Process Probe von VAC-beta mit und ohne DTT (Dithiothreitol) 
Spur 4 und 6: 10 ug VAC-beta nicht reduziert 
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Spur 5 und 7: 10 ug VAC-beta mit DTT reduziert 
Spur 8 und 9: 1 ug VAC-beta nicht reduziert 
VAC-beta ohne Reduktionsmittel ist als Ooppelbande nachweisbar. Die intensivere untere Bande be) M 
etwa 36.000 ist die oxidlerte Form, die obere Bande bei M etwa 38.000 die reduzierte Form von VAC-beta. 
5 Die mengenma6ige Verteilung der beiden Formen ist besser aus den Spuren 8 und 9 ersichtlich. 

Nach Zugabe von DTT als Reduldonsmittel ist daher nur mehr die obere Bande sichtbar (siehe Spur 3. 
5 und 7). Oa die Spuren 4 bis 7 Stark Uberladen sind. sind neben den VAC-beta Banden auch einige 
Banden von restlichen Verunreinigungen sichtbar. 

10 

0 Isoelektrische Fokussierung 

Die FSrbung erfolgte mit Coomassie Blue. 

Die isoelektrische Fokussierung Rg. 46 (3.3.1988/51) von weitgehend gereinigtem VAC-/3 zeigt. da/3 
15 VAC-/9 direkt aus der letzten Reinigungsstufe (Spur 2 und 3) zwei Hauptbanden bei pH 5.35 bzw. 5,45 
ergibt. Der isoelektrische Punkt (pi) von VAC-i3 ist damit deutlich basischer als der von VAC-a (pi =4,9), 
was denErwartungen entspricht da VAC-i3 weniger saure Aminosauren enthMIt 

Nach der Reduktion mit DIthiothreltol (Spur 4 und 5) ist die Hauptbande bei pH 5.45 stark angereichert 
DIese steilt offensichtlich die re duzierte Form von VAC-^ dar. 

20 

Beispiel 14 



25 

Biologische Aktivltaten von VAC-a und VAC-i3 



30 1 . Effekt von VAOo und VAC-/3 auf die Prothrombinase Aktlvltat. 

Der Prothrombinase Komplex wurde aus gereinlgten bovinen Koagulationsfaktoren und Phospholipiden 
rekonstitulert. Er bestand aus 0.3 nM Faktor Xa, 0.6 nM Faktor Va, 1 uM Prothrombin. 2 uM Phospholipid 
Vesikein (25% Dioleoyl-phosphatidylserin. 75 % Dioleoyt-phosphatidytcholin) und 3 mM CaCb. 
35 Prothrombin Aktivierung wurde folgendermafien gemessen: Faktor Xa. Va. Phospholiplde, Ca** und 
variierende Mengen VAC wurden zwei Minuten bei 37* C inkubiert. Die Aktivierung des Prothrombin wurde 
durch dessen Zugabe gestartet Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben der Mischung in folgendem Puffer 
aufgenommen: 

50 mM TRIS/HCI. 175 mM NaCI, 0,5 mg/ml BSA. 20 mM EDTA und 0.23 mM S2238. Amidolytische 
40 Aktivitat wurde bei 405 nm verfoigt. Aus einer Standardkurve, die mit bekannten Mengen Thrombin ersteiit 
worden war, wurde anschlie/Send die Menge an aktlviertem Prothrombin bestimmt. Rg. 47 gibt das Ergebnis 
wieder. 



45 2. Phospholipase Inhibitor Aktivitaten von VAC 

E.coli wurde metabolisch mit ^H-Qlsaure markiert und weiterbehandelt wie beschrleben (Davidson. F.F. 
et al. (1987) J. Biol. Chem, 262, 1690-1705). Die E.coli Membran Preparation enthielt 198 um Phospholiplde 
mit einer speziflschen Aktivitat von 1,2 x 10* cpm/nMol Phospholipid. Diese Membran Praparation diente 

50 ais Phospholipasesubstrate in dem Assay, der wie folgt durchgefOhrt wurde: 103 ul 0.1 M TRIS/HCI. pH 8.0, 
unterschiedliche Mengen an VAC und Ca*"^ enthaitend und 10 ut E.coli Membranen wurden bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Zum Zeltpunkt 0 wurden 10 ul 0,1 M TRIS/HCI, pH 8,0. 2 ng bovine Pankreas 
Phospholipan A2 enthaitend zugegeben. Nach zwei Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 
2N HCI und 50 ul 0,1 M TRIS/HCI pH+ 8.0 das 100 ng/ml BSA enthielt, gestoppt. Die Mischung wurde bei 

55 14.000 rpm fUnf Minuten zentrifugiert. Die Menge an freigesetzter ^H-Oisaure wurde durch Szintillationszah- 
lung des Oberstandes bestimmt. Prozent Inhibition der Phospholipase A2 Aktivitat wurde folgendermaflen 
berechnet : 

1 00%-[(cpmp,a * vac-Cpmblank)/{cpmp,a-Cpmbiano)r 1 00% 
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Hierbei bedeutet cpmptat^vAc. cpmpia und cprntiank die cpm, die In den OberstSnden der MIschungen, 
entweder Phospholipase A2 und VAC, Phospholfpase Aa oder VAC enthaltend. gemessen wurden. Die 
Ergebnisse Hnden sich in den Figuren 48, 49. 50 und 51. 



10 



IS 



Beispiel 15 



l^ersteilung von monoklonalen Antilcorpem gegen VAC-o 



20 



1. Kbpplung von VAC-a an "keyhole limpet" -Hamocyanin (KLH) 

VAC-a wurde folgendemtafien kovaient an "keyhole limpet" - Himocyanin (KLH; SiGiVIA chemical 
company. St Louis, USA» Katalog-Nummer H-2133) gekoppelt 

1.1 VAC-a/KLH Praparationi: 

0.51 mg VAC-a wurden In 1.5 ml Isotoner phosphat-gepufferter Natriumchlorld-Losung pH 7.2 (Im 
2S folgenden "PGS" abgekQrzt) gelost und mit 0.12 mi einer KLH-L5sung GlutardlaldehydlSsung wurden 0.017 
ml einer 25%igen Glutardiakiehydldsung wurden hin^ugefOgt und das Gemlsch 45 Minuten lang bei 
Raumtemperatur tnkubiert. Oanach wurde Ober Nacht gegen 1 i PGS dialystert Portionen dieser L5sung 
wurden bei -20* C gelagert. 

30' 

1 2 VAC-a/KLH PrSparation 2: 

2,54 mg VAC-a wurden in 2 ml 0,1 IVI Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 gelost und mit 0,3 ml KLH-L6sung 
(siehe I.1) gemischt. 0.023 mi einer 25%lgen Glutardlaldehyd-LSsung wurden hinzugefOgt und das Gemi- 
35 sch 45 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert Danach wurde Gber Nacht gegen 1 I PGS (siehe 1.1) 
dialysiert Portionen dieser L5sungen wurden bei -20* C gelagert 



40 



50 
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2. Immunisierung 

Qne 10 Wochen alte weibliche Balb/c-Maus wurde folgenderma0en immunisiert: 
Immuaisiecung Tag VAC-a/KLH PcMparation Adjuvans 





I 


1 


1 


(0.15 


ml) 


komplett 


10 


2 


24 


1 


(0.15 


ml) 


inkomplett 




3 


49 


1 


(0.15 


ml) 


InKomplett 




4 


188 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


IS 


5 


225 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 




6 


258 


2 


(0.1 


ml) 


Inkomplett 




7 


265 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


20 


8 


271 


2 


(0.1 


ml) 


Inkomplett 


9 


272 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 




10 


273 


2 


(0.1 


ml) 


kein 



25 Alle Immunsierungen, ausgenommen die letzte. erfolgten durch intraperitoneale Injektion einer Emulsion 
gleicher Volumina von AntigeniLcSsung und Freund'schem Ad]uvans. 



3. Zellfuston und Hybridom-Selektlon 

30 

Peritoneaie Zelien wurden aus Balb/c Mdusen durch SpQIen mit einer sterilen Saccharose-Losung (110 
g/i in deionisiertem Wasser) gewonnen. durch Zentrifugation gesammelt und in Roswell Park Memorial 
Institute 1640 Medium mit Natrium-Penicillin Q (100 Einheiten/ml) und Streptomycin (50 Gnheiten/ml) (im 
fclgenden "Kulturmedium genannt) mit 10% fQtalem Kalbsserum in einer Zelldichte von etwa 3,5 x 10* 

35 Zellen/ml suspendiert 0,1 ml - Aliquots wurden in die Vertiefungen von Qewebekulturplatten (96 Vertiehjn- 
gen pro Platte) pipettiert: die Platten wurden Uber Nacht inkubiert. 

Bnen Tag nach der letzten Immunisierung wurde die Maus in Xther andsthesiert und getdtet. Die Milz 
wurde aseptisch entnommen und die Milzzellen wurden durch vorslchtiges Schaben auf einem Stahlgitter 
gewonnen. Die Zellen wurden In 10 ml Kulturmedium suspendiert und durch Zentrifugation gesammeft. 

40 P3x63Ag8,653 Maus*Myelomzellen (Kerney et al., J. Immunol. 123, 1548, 1979) wurden In stationarer 
Suspenslonskuitur in Kulturmedium mit 10% fdtalem Kalbsserum gezQchtet Etwa 10^ Zellen wurden durch 
Zentrifugation gesammelt. Die Myelomzellen wurden zu den Milzzellen zugegeben; die gemischte Zeilpopu- 
lation wurde neueriich durch Zentrifugation gesammelt und in 3 ml einer sterilen Ldsung von 40% 
PolyMthylenglycol 4000 (Merck, Darmstadt BRD, Katalognummer 9727) in Kulturmedium suspendiert Die 

45 Supenston wurde 1.5 Minuten bei Praumtemperatur vorsichtig geschQtteit und anschlieflend 1 Minute 
stehen gelassen. 3 mi Kulturmedium wurden unter standigem SchQtteIn Qber einen Zeitraum von 1.5 
Minuten zugetropft. die Suspension dann eine Minute stehengelassen. AnschlieOend wurden weitere 6 ml 
Kulturmedium unter SchUttein Ober 1 ,5 Minuten zugetropft und 1 Minute stehen gelassen. Die Suspension 
wurde in der Fotge unter SchutteIn mit 12 ml Kulturmedium mit 10% f5taiem Kalbsserum trcpfenweise 

50 wShrend drei Minuten verdtinnt, dann 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation gesammelt und in 150 ml Kulturmedium mit 20% fStalem Kalbssemm, Thymidin (1.6 x 
10"^M). Hypoxanthin (10"* M) und Aminopterin (4 x 10"^) (in der Folge 'HAT-Medium" genannt) 
suspendiert. Je 0,1 ml dieser Suspension wurden in die Vertiefungen einer ZeKkultur-Platte pipettiert, in die 
am Vortag peritoneaie Zellen eingesetzt worden waren (siehe oben); die Platten wurden drei Tage inkubiert 

55 0.075 ml HAT-Medium wurden zugegeben, anschliefiend wurden die Kulturen weitere 8 Tage inkubiert. Alle 
Inkubationen der Zellkulturen wurden bei 37* C In einer wasserdampf-gesMttigten Atmosphare von 5% COz 
in Luft ausgeftihrt. 
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a Screening nach Hybidomen. die Antikdrper gegen VAC-a produzieren. 

Das Screening wurde mit Hllfe eines Enzym-immuntest durchgefUiirt. Die Vertiefungen einer fOr Enzyrn- 
Immuntests geeigneten IWikrotiter-Platte wurden mit VAC-a beschichtet (0.005 mg/ml in 0,1 M 

5 Natriumkarbonat-Puffer pH 9.6; Qber Naclit bel 2-8* C Oder eine Stunde bei 37* C). Die Losung wurde 
entfernt und .ie Flatten wurden etnmal mit deionisiertem Wasser gewaschen. Freie Protein-Bindungsetellen 
wurden mit einer LSsung von RInderserum-AIbumin {5u/ml in isotoner phosphat-gepufferter KochsalziSsung 
pH 7,2 [PGS]) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert« anschlle/3end einmai mit Wasser gewaschen. in 
jede Vertiefung wurden 0.1 ml Hybridom-Uberstand zugegeben und 2-3 Stunden bei Raumtemperatur 

w inkubiert. Anschlle/Jend wurden die Oberstinde entfernt, die Vertiefungen wurden dreimai mit Wasser gewa- 
schen. 0,05 ml einer Losung von mit IMeenrettich-Peroxidase konjugierten Kaninchen-Antikdrpem gegen 
Maus-lmmunglobulina (Dakopatts, Kopenhagen, DSnemark, Katalognummer PI 61; 1:2000 in PGS mit 5 
mg/ml RinderserumaJbumIn wurden zugegeben und drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert an- 
schlieflend dreimai mit Wasser gewaschen. 0,1 ml einer frisch hergestellten Mischung gleicher Volumina 

IS von L5sungen von ortho-Phenylendiamin (8.65 mg/ml in 0,1 M Kaliumzitrat pH 5). Natrium Perborat (3.75 
mg/ml in 0,1 M Kaliumzitrat pH 5) und Wasser wurden zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 0.1 ml 4 N. HaSO* zugegeben. Die optische Dichte der Losungen wurde in einem 
Mehrkanal-Photometer fUr Mikrotiter-Piatten bei 492 nm bestimmt Zellkultur-Medium mit 20% fStaiem 
Kalbsserum wurde ais negative Kontrolie, Serum der immunlsierten Maus (in PGS mit 5 mg/ml Rinderseru- 

20 malbumin verdOnnt) als positive Kontrolie verwendet KulturQberstande aller Hybridom-Kulturen wurden in 
zwef unabhdngigen Tests 11 bzw. 13 Tage nach der Zellfusion getestet Kulturen, die in beiden Tests ein 
positives Signal gaben, wurden in weiteren Screening-Test untersucht, in denen sowohl unbeschlchtete ais 
auch mit VAC-a beschichtete Testplatten eingesetzt wurden. Zwei der Kuituren gaben wiederholt positive 
Ergebnisse mit beschichteten, nicht aber mit unbeschlchteten Platten. Die Ergebnisse sind In der folgenden 

25 Tabelle zusammengefaSt 



30 



35- 



40 



46 



50 



55 



Probe Opcische Dichte bel 492 nm 



Experiment 1 Experiment 2 



beschichtet beschichtet 

unbeschichtet unbeschichtet 



Mausserum 1: 100 0,291 Or 152 1,735 0,475 

Hybridom V2VA-8 1,061 0,102 1,169 0,108 

Hybridom VAA-9 0,552 0,187 0,387 0,109 

NegcJtive Kontrolie 0,032 0,031 0,071 0,055 
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Beisplel 16: 



Herstellung der Expressionsvektoren pRH281/n und pRH281/ht (n » 5.6,7,8.9) 

Der in der EPA Nr. 186 Odd beschriebene Expressionsvektor pRHlOO hat verschiedene Nachteiie: 

a) konstanter und nicht optimaler Abstand zwischen ribosomaler Bindungsstelle (RBS) und 
Translationsstart-ATG 

b) Zwischen RBS und ATG gibt es einige C*s und Q's 

c) die -35 Region des Serratia marcescens trp Pronnotors ist vergflchen mit der E.coli Sequenz nicht 
optimal (TTGACT statt TTQACA) 

d) die EcoRI-Stelle vor dem Promoter ist QberflQssig. 

Es wurde ein Satz von Oligonukleotlden mit folgender Sequenz synthetisiert 

:Trp-l-> : :Trp-3-> 

AATTGACGCTGATGGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGG6TTGACATTGCC 
CTGCGACTACCGATTTTGTAACAC6TTTTTCTCCCAACTGTAACGG 
<-Trp-2:: 

: — >Tcan6k£iptlo!i8start 
: :Tcp-5-> 

TTCGCGAACCAOTTAACTAGTACACAAOTTCACGGCTCGAGACGGTAAOG 
AAGC6CTT66TCAATTGATCATGT6TTCAAGTGCCGAGCTCTGCCATTCC 

<-Trp-4: : 

RBS 

SstI Clal 
— EcoRI 



AGGTTTAATATGAGCTCGAATTCAT 
TCCAAATTATACTCGAGCTTAAGTAGC 

<-Trp-6: 

RBS Tcanslationsstact-ATG 
: nsS : 

Jeweils 100 pMol der Oligonukleotide Trp-2. Trp-3, Trp-4 und Trp- 5 wurden in 10 )xi phosphoryllert. 
Nach der Reaktion wurden Squimolare Mengen (je 100 pMol) Trp-1 und Trp'2, Trp-3 und Trp-4 sowie Trp-5 
und Trp-6 vereint, auf 100*C erhitzt und durch langsames AbkQhIen hybrldisiert. Die Ollgonukleotldpaare 
wurden vereint und in 55 ul ligiert. pAT153 wurde mit EcoRI und Cial doppeit geschnitten und das groBe 
Vektorfragment isoliert. 50 ng pAT153 Fragment wurden mit 20 pMot synthetischer Promoter DNA in 20 ui 
ligiert. Kompetente E.coli HB101 wurden mit dem entstandenen Plasmid transformiert. Von den entstande- 
nen Kolonien wurden einige ausgesucht. die Plasmid DNA isoliert und der Bereich der eingefOgten DNA 
durch Sequenzieren GberprUft. Ein Plasmid wurde ausgewahit und mit pRH281/5 bezeichnet. wobel 5 die 
Zaht der Nukleotide zwischen der RBS und dem Translationsstart- ATG symbollslert 

Ausgehend von diesem Expressionsvektor wurde das XhohSstI Insert durch foigende Oligonukleotid- 
paare wie oben beschrieben ersetzt: 
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a ) TCGAOACGOTAAGGAGGTTTAAATATGAGCT 

CTGCCATTCCTCCAAATTTATAC 

b ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATAATGAGCT 

CTGCCATTCCTCC2VAATTTATTAC 

C ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAATAATGAGCT 
CTGCCATTCCTCCAAATTTTATTAC 

d ) TCGAGACGGTAAGGAG6TTTAAAAATAATGAGCT 
CTQCCATTCCTCCAAATTTTTATTAC 

Die resultierenden Expressionvektoren wurden pRH28l/6 pRH281/7, pRH2B1/8 und pRH281>9 bennanL 
Oiese neuen Expressionsvektoren weisen folgende Egenschaften auf. 

a) die originale EcoRI-Stelle von pAT153 wurde zerstdrt. 

b) die -35 Region des Senratia marcesc.ens Promotors ist Jener des trp*Promotors aus Ecoli 
angepaiSt 

c) vor der artifizieilen ribosomaien Bindungsstelle befindet sich eine singul3re Xhol-Stelle. die das 
Einbringen einer anderen RBS eriaubt 

d) Das G des Tanslationsstart-ATG ist die erste Base einer Sst I (-Sad) Stelte. Durch Schnitt nit SstI 
und anschlie/3endem Abbau des 3' Oberhanges entsteht ein gerades Ende, an das eine beliebige cDNA 
Oder ein Gen ligiert warden kann. Beglnnt diese mit der ersten Base des 2u translatierenden Bereichs. 
erfolgt eine korrekte Transkription und Translation in E.coli/ 

e) 3'seitig dieser Sstl Steile beflnden sich eine singulSre EcoRi. Cial und Hindlll Stelle, die fUr ein 
gerichtetes Klonieren einer zu exprimierenden DNA verwendet werden kann. Au0erdem k6nnen auch die 
slngulSren Schnittstellen im Tetracyclin Resistenzgen zu diesem Zweck gebraucht werden. 

f) Die Variation /5 bis /9 eriaubt, den optimalen Abstand zwischen RBS und ATG fUr das jeweilige 
Gen zu bestimmen. 

Manchmal ist es fQr eine optimale Expression und fQr die Slabilitat des Plasmides n5tif, hinter das 
exprimferte Gen einen Transkriptionstermlnator zu setzen (R.Qentz et al.. Proc.Natl.Acad.Sci.USA 78 (1981). 
4936-4940). Das Hindlll-Sall Fragment des pRH281/5 wurde durch Doppelverdau herausgeschnitten. Das 
fehlende StQck wurde durch ein den phoA Transkriptionsterminator (H.Shuttleworth et ai.. NucLAcids Res. 
14 (1986). 8689; G.N.Chang et al.. Gene 44 (1986). 121-125) enthaltendes Oiigonukleotkjpaar ersetzt: 

:EBI-456-.> 

AGCTTGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAATTTTCGCTGCCGGGTG6 
ACCTAGGCAGCT6GCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACC 



BaraHI 

Hindlll Sail 



Trp-9 
Trp-IG 

Tcp-11 
Tcp-12 

Trp-13 
Trp-14 

Trp-15 
Tcp-16 
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TTTTTTTGCTGC 
AAAAAAACGACGAGCT 
<-EBI-459: 

10 pMol des hybridisierten Olfgonukleotidpaares wurden mtt 100 ng Hindlll-Sdll doppelt geschnittenen 

pRH281/5 Vektorteil in 20 ixl ligiert. Nach Transformation von E.coli HB101. Isolierung der Plasmid-ONA 
einiger Kolonien und deren SequenzQberprOfung wurde ein Plasmid ausgewahit und mit pRH281/5T 
bezeichnet. 

In analoger Weise wte oben beschrieben wurde aus diesem Plasmid die Rethe pRH28l/6T. pRH281/7T, 
pRM281/8T und pRH281/9T unter Verwendung der Oligonukleotide Trp-9 bis Trp-16 hergestelit. 



Beispiei 17: 



Mutanden des VAC*alpha 

Foigende IVIutationen wurden an der VAC-alpha DNA durchgefOhrt (die AminosSiurenummerierung und 
die Basennummerierungen beztehen sich auf die Figur 4): 

a) Verkleinerung des VAC-MotekQIs: VAC-alpha besitzt eine vierfach repetierte 67/68 Aminosauren 
lange Sequenz mit einer singulMren N-tenminalen Extension (Ftg.6). Drei verkOrzte Formen wurden herge- 
stelit 

i) Deletion der Aminos^uren 2 bis 18: Biminierung der singulSren N-terminalen Extension. Met-V 
sitzt vor Ala-19. 

ii) Oeietion der dritten und vierten Repeat: das Arg-161 Codon wurde zu einem Stopcodon mutlert 

iii) Deletion der N-termlnalen singulSren Extension, sowie der ersten und zweiten Repeat Met-1 

sitzt vor Ala-165. 

b) Ein mogllcher Angriffspunkt beim proteolytischen Abbau des VAC-alpha stelit vielleicht das Arg- 
161 dar. Diese Aminosaure wurde daher mutiert 

i) Arg-161 zu Glu-161. 

ii) Arg-161 zuGln-161. 

c) Durch Einbau eIner Faktor Xa-Schnittstelle zwischen der zweiten und dritten Repeat kann vielleicht 
ein der Iniiibition der Koaguiationskaskade entkommender Faktor Xa an VAC gebunden werden und/oder 
dieses sogar in zwei funktionelle H9lften zerlegen, und so die Wirksamkeit von VAC-alpha erhShen. Es 
wurde daher foigende Mutation durchgefOhrt: Asp-168 zu Glu-168, Glu-169 zu Gly-169 und Ala-170 zu Arg- 
170. Daraus ergibt sich die Faktor Xa Erkennungssequenz lle-Qlu-Gly-Arg. 

d) Um die Frage der Wichtigkelt des Cysteins-d16 fOr die biologische Wirksamkeit zu beantworten, 
und zugleich seine Beteiligung an der Oimerenbildung zu QberprOfen. wurde 

i) Cys-316 zu Ser-d16 und 
Ii) Cys-316zu Val-318 
mutiert. 

e) Um den EinfluB der N-temninalen Extension zu studieren, wurde diese Extension (Ala-2 bis Ala-19) 
ersetzt durch die jeweiligen N-Termini aus Upocortin I, Calpactin I und VAC-beta. 

Als erster Schritt wurde aus dem Expressionsvektor pRH291 der Expressionsvektor pGNIO hergestelit. 
Dieser Expressionsvektor besitzt die Phagen Lambda cll RBS an Stelle der in pRH291 verwendeten STll- 
RBS. pRH29l wurde mit Xhol und Kpnl doppelt geschnitten. Das gro0e Fragment wurde Isoliert. 40 pMol 
des Oligonukleotidpaars EB1-725/EBI-727 mit folgender Sequenz: 

EBI-7 25 TCGAGTTATCTAAG6AAATACTTACATATGGCACAGGTTCTCAGA0GTAC 
EBI-7 27 CAATA6ATTCCTTTATGAATGTATACCGTGTCCAAGA0TCTC 

Xhol RBS ATG Kpnl 
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wurden in 6 ul hybridisiert und anschliefiend mit ca. 200 ng pRH291/grofles Fragment in 20 Ul L6sung 
llgiert Kompetente Exoli HB101 wurden transfoimiert Von den entstandenen Ampicillin- resistenten 
Kbtonien wurden die Piasmfde einiger Klone isoifert und die Sequenz des neuen Stocks ONA UberprOft. Bn 
Kfon wurde ausgewdhit mund mit pGNIO bezeichnet 

5 Als Vorbereitung fOr die Mutagenesereaktionen wurde aus pONiO das Pvull*Sphl Fragment isoliert 
Pvull schneidet im phoA Promoter Teil. SphI In der nicht translatierten Region der VAC-alplia cDNA. Das 
die VAC*alpha cDNA enthaltende Fragment wurde gereinfgt und in die Smai/Splii doppeit gesclinittene 
Doppeistrangfomn des M13mp18 kloniert. Von den entstandenen Plaques nach Transformation von E.coIi 
JM101 wurde eine ausgewalilt, und die IVIISA/AC-aipha Enzelstrang DNA in grofierem Ma/3stab prSpanert 

10 Die IVlutatlonsreaktionen wurden mit l-iiife des "Oligonucleotide- directed in vitro mutagenesis system" 
(Amersham. code RPIM.2322) unter genauer Einhaitung des t)eigefQgten Protokolls durcIigefOhrt 

Nach der SequenzClberprOfung der enstandenen Mutanten wurde die entsprechende Doppelstrangfbnn 
der rekombinanten M13mp8/VAC-alpha Phagen-DNA in Fbnm einer Plasmid Minipraparation isoliert Mit 
Ausnahme der Mutation mit EBI-977 (Clai-Stelle auf Nt105-110) wurden diese DNAs mit Xhoi und Splil 

/5 doppeit geschnitten, und das die VAOcDNA entlialtende Fragment isoliert Ca. 50 ng dieses Fragments 
wurden mit 50 ng Xhol-Sphi doppeit geschnittenem pRH281/5 Vektorteil In 10 Ul tSsung figiert und das 
entstandene Plasmid In kompetente E.cofi HBt01 transformiert Die Plasmlde einiger resultierender Kolo- 
nien wurden isoliert und durch Restriktionsenzymverdau auf die Richtigkeit der Konstruktion UberprOft. 
Au^erdem wurde die letztendlich ausgewMhIte Kolonie im taborma0stab femnentiert und die Proteine des 

20 Bakteriums einer Westemblotanalyse unter Verwendung des Rabbit*anti-VAO Antiserums unterzogen. 
Die nadifblgende Tabelle gibt einen Oberblick Ober die hergesteliten Mutanten: 



Mutations- cesultlecender Eigenschafiten des neuea 

25 

Oligo Expcessionsvefctor Klons 



EBI-105I pGN42 

30 

BBI-964 P6N29 

36 

BBI-1I05 P6N43 



Deletion von Ala-2 bis 
Arg-18 

Translationsstop auf 

161 (Deletion von Arg-161 

bis Asp-320) 

Deletion von Ala-2 bis 

Asp-164 



45. 



50 
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EBI-1103 p6N44 Arg-161 zu 61a-161 

EBI-1104 p6N45 Acg-161 2U GlU-161 

BBI-960 p6N30 Faktoc Xa-Schnlttstelle 

auf 167 bis 170 



EBI-961 
BBI-9S9 



pGN41 
P6N46 



Cys-316 ZU S6r-316 
Cys-316 ZU Val-316 



BBI-977 



p6N31 



Clal-Stelle au£ Nt.lOS bis 110 



Die Sequenzen der MutationsoHgos sind (S'-^SO: 

BE I - 10 5 1 : CCGAAGAOTTTCTGCATCAGCCATATGTAAGTATTTCCTTAG 

BBI'-964 : AATTCCAGCATCAGGGTCTTAGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

BB I - 1 10 5 : AGCTTCATCAATTCCAGCCATATGTAAGTATTTCC 

EBI-110 3 : AATTCCAGCATCAGGGTCCTGGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

EB I - 1 10 4 : AATTCCAGCATCAGGGTCTTCGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

BBI-960 : GCCTGAGCATCTTGTTCAACTTGACGACCTTCAATTCCAGCA 

TCAGGGTCTCTG 

EBI-961: CGTTAGTCATCTTCTCCTGAGAGCAGCAGAAGAGC 

BB I - 9 5 9 : CGTT AGTC ATCTTCTCCCACG AGC AGCAGAAGAGC 

EB I - 9 7 7 : CAAC AGAGTCAGGATCG ATTCCTCATCTGTGCCC 



,Die angegebenen Sequenzen sind komplemetMr zu der ONA-Sequenz in Rgur 4, was durch die 
Klonierung der VAC-alpha cDNA In den M13mp18 bedingt 1st. 

Die mutierte DNA mit der Clal-Steile auf Nt.105 bis 110 wurde mitteis EcoRI-Hindlll Doppelverdau aus 
der Doppelstrangform des rekombinanten M13mp18 freigesetzt, isoliert und in EcoRI*Hindlii doppelt ge- 
schntttenen Bluescribe Ml 3+ (Stratagene, La Joila, Kalifbmien. USA) kloniert Das entstandene Plasmid 
wurde pGN31 genannt pGN31 wurde mit Clal und Xhol doppelt geschnitten. und das grofle Fragment 
isoliert Durch Qnsatz verschiedener Oligonukleotldpaare wurde der fOr Upocortin I (K.-S. Huang at al. Cell 
46 (1986). 191-199), Calpactin I Upocortin II. K.-S. Huang et al. Cell 46 (1986), 191-199) und VAC-beta 
spezifische N- Terminus eingefUgt: 
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a) Lipocortln I-spezif ischer N-Tecminus 

:BBI-972-> rStart Lipococtla 

TCGAGAGGTT6AGGTGATTTTATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAA6CA 
CTCCAACTCCACTAAAATACC6TTACCATAGTCTTAAGGAGTTCGT 



GGCCT6GTTTATTGAAAATGAAGA6CAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGT 
CCGGACCAAATAACTTTTACTTCTCGTCCTTATACAAGTTTGACACTTCA 



::BBI-977-> 

CATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAGCGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAAT 
GTAGGTTTCCACCAGGGCCTAGTCGCCACTCGGGGATAGGATGGAAOTTA 

<-EBI-988:: 

:Foctsetzuag VAC-alpha 
CCATCCTCGGATGCAOAAACTCTTCG6AAGGCTATGAAAGGCTTG66CAC 
GGTAGGAGCCTAC0TCTTTGA6AAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGT0 



AGATGAGGAAT 
TCTACTCCTTA6C 
<-BBI-982: 

JE 1 pMol EBI-978 und EBl-988 wurden gemeinsam in 6 nl phosphoryllert. Die Reaktion wurde durch 
Eiiiitzen auf 100*C gestoppt jeweils 1 pMol EBi-972 und EBI-982 zugesetzt die Losung nochmals auf 
100* C erhitzt und langsam abgekUhlt Die beiden Oligonukleotidpaare wurden durch Zugabe von Ugase 
miteinander ligiert Danach wurde ca. 1 ug pGN31 ClahXhol grofles Fragment zugesetzt, das Volumen auf 
40 iif erweitert und ligiert Nach der Transformation von Itompetenten E.coli JM101 wurden einige Kolonien 
ausgesucht und deren Plasmide gema0 dem Bluescribe-Protoicoll von Stratagene mit Hilfe eines 1-Ielperpha* 
gen in Gnzelstrang-DNA uberfUhrt und sequenziert. Bnes der richtigen Plasmide wurde ausgewahit und mit 
pGN32 bezeichnet. M\t Xliol und Hindlll (befindet sich lifnter der Sphl-Stelle in der Muitiklonierstelle des 
Bluescribe M13 + ) wurde das Insert aus dem Velrtor geschnitten und gereinigt. pRH281/5 wurde ebenfalls 
mit Xhoi und Hindlll doppelt verdaut und das Velctorfragment isoliert 200 ng pQN32 Insert und etwa 50 ng 
pRH28l/5-Vektorteii wurden in 20 ul ligiert. Die DNA wurde in E.coli HB101 transformiert, und die Plasmid- 
DNA einiger Amplcillln-resistenter Klone durch Restriklionsenzymanalyse auf die Richtlgkeit der Konstruk- 
tion uberprOft. AuiSerdem wurde die letztendlich ausgewahlte Kolonie im l-abormaflstab fermentiert, und die 
Proteine des Bakteriums einer Westemblotanalyse unter Venivendung des Rabbit-anti-VAC- Antiserums 
unterzogen. Das resultierende Expressionsplasmid fur das Upocortin lA/AC-alpha-Hybrid wurde pGN35 
genannt 
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b) Calpactin I spezlf ischer N-Tecminus: 

:EBI-990-> Start Calpactin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGTCTACTGTTCACGAAATCCTGTGCAA 
CTCCAACTCCACTAAAATACAGATGACAAGTGCTTTAGGACACGTT 



GCTCAGCTTGGAGGGTGATCACTCTACACCCCCAAGTGCATATGGGTCTO 
CGAGTCGAACCTCCCACTAGTGAGATGTGGGGGTTCACGTATACCCAGAC 

<- 

::EBI-1001-> tFortsetzung VAC-alpha 

TCAAAGCCTATACTAACTTTGATGCTGAGCGGQATGCAGAAACTCTTCGG 
AGTTTCGGATATGATTGAAACTACGACTCGCCCTACGTCTTTGAGAAOCC 
EBI-985: : 

AAGGCTATGAAAGGCTTGG6CACAGATGAGGAAT 
TTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBl-994: 

Die Herstellung des rekombinantan Bluescribe M13-i- Ptasmids pQN33, seine SequenzaberprOfung und 
das Umklonieren in den Expresstonsvektor pRH281/5 erfolgte analog zu der fOr das Upooortin I • Hybrid be* 
schriebenen Prozedur. Das resultierende Expressionsplasmid (Calpactin l/VAC-alpha-Hybrid) wurde pQN36 
gennant. 
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c) vac-beta spezifischer N-Tetminus: 

:EBX-987-> :VAC-beta Start 

TCGAGAGGTT0AGGTGATTTTATGGCCTG6TGGAAATCCTGGATT6AACA 

CTCCAACTCCACTAAAATACCGGACCACCTTTAGGACCTAACTTGT 

m 

:VAC- 

GGAGG6TGTCACA0TGAAGAGCAGCTCCCACTTCAACCCAGACCCTGATG 
CCTCCCACAGTGTCACTTCTCGTCGAGGGTGAAGTTGGGTCTGGGACTAC 



alpha Fottsetzung 
20 CAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 

GTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBl-989: 

^ Zur Herstellung des rekomblnanten BluescribeM13 + Plasmids pGN34 wurde hier nur das Ollgonukleo- 
tidpaar fie 1 pMol in 6 durch Erhitzen und langsames AbkOhlen hybridislert und anschlieflend wi© oben 
in den Xhol-CIal doppelt geschnittenen pGN31 Veklor liglert Die Herstellung des Bcpressionsvektors 
pQN37 (VAC-betaA^AOalpha-Hybrid in pRH281/5) erfolgte wie oben beschrieben. 

30 

AnsprOche 

1. ONA. kodierend fOr ein Polypeptld/Protein mit im wesentlichen dem biologischen Eigenschaften der 
„ vascular-antlkoagulierenden Proteine. 

2. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzetohnet dafi die der Fomiei 
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AIG 6CA CAG GIT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAG nC CCT GGA TIT 
GAT GAG C66 6CT GAT GCA m ACT CTT CG6 AA6 GCT ATG AAA GGC 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG A6C AIC CT6 ACT CT6 TIG ACA ICC CGA 
AGT .AAT GCT CAG CGC CAG GAA AIC TCT GCA GCT ITT AAG ACT CIG 
ITT GGC A6G GAT CTT CIG GAI GAC CIG AAA ICA GAA CIA ACT GGA 
AAA ITT GAA AAA HA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA CTA CTG ACA GAA ACT ACT GCT ICA AG6 ACA CCT GAA 
GAA CTG AGA GCC AIC AAA CAA GCT TAT GAA GAA GAA TAT GGC ICA 
AGC CTG GAA GAT GAC CTG GTG GG6 GAC ACT ICA 66G lAC lAC CAG 
CGG AIG CTG GIG GCT CTC CCT CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 
GGA AIT GAT GAA GCT CAA GCT GAA CAA GAI GCT CAG GCT CTA TCT 
CAG GCT GGA GAA CCT AAA TG6 G66 ACA GAT GAA GAA AAG TCT ATC 
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ACC AIC ITT GGA ACA CGA A6T GIG TCI CAT ITG A6A AAG GT6 TIT 
GAC AAG TAG ATG ACT ATA TCA GGA ITT CAA ATT GAG GAA ACC AIT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAI TtA GAG CAA CIA CIC CTT GCT 6TT 
GIG AAA TCI ATT CGA AGT ATA CCT 6CC TAG CTI GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
AGA GIG ATG GIT ICC AGG AGT GAG ATT GAT CTG ITT AAC ATC AG6 
. AAG GAG ITT AGG AAG AAI TIT GCC ACC TCT CTT TAT ICC ATG ATT 
AAG. GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 

IGT GGA GAA GAT GAC TAA 

entspricht, wobei XXX fOr QAA Oder GAG steht und degenerlerte Formen dieser ONA. 
3. DNA nach Anspnich 1 , dadurch gekennzeichnet. dafl sle der Formel 

ATG GCC TGG TG6 AAA GCC T6G AIT GAA CAG GAG GGT GTC ACA 6TG 
AAG A6C AGC ICC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 
TAG AAA GCC 'ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG GAG GCT ATC ATC 
GAT GIG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 
AAG ICC TIC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
AAG TCT GAG CIC AGT GGC AAG TIT GAG AGG CTC ATT GIG GCC CTT 
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AI6 TAI CC6 CCA TAC AGA TAG GAA GCC AA6 GAG CTG CAT 6AC 6CC 
ATG AAG G6C TTA GGA ACC AAG GAG GGT 6TC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC ICT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CG6 GAG ATA ATG AAG GC6 TAT 
GAG GAA GAC TAT GG6 TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA 6CA GAC 
ACA ACT GGC TAC CTG GAG AG6 ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG G6C 
AGC AGG GAI GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GG6 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGI GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG. AAA AIT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC AIC AAG AG! GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA G6G 
ACG CGT GAI 666 ACC CI6 ATA A6A AAC ATC GIT TCA AGG AGC GAG 
AIT GAC TTA AAT CII AIC AAA TGI CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 

AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 

entspricht und degenerierte Formen dieser ONA. - 

4. ONA nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Fbrmel 
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AIG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GIG ACT GAG 'iTC CCT GGA TTT 
GAI GAG CGG GOT GAI GCA XXX ACT CH CGG AAG GCT AT6 AAA GGC 
TTG GGC ACA GAI GAG GAG AGC ATC CTG ACT CT6 TIG ACA ICC CGA 
AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCI GCA GCT ITT AAG ACT CTG 
m GGC AG6 GAT CIT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CIA ACT GGA 
AAA in GAA AAA TTA AIT GIG GCT CTG AIG AAA CCC TCI CGG CIT 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TIG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT AIT Qd TCA A66 ACA CCT GAA 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAI GGC TCA 
AGC CTG GAA GAT GAC GIG GTG GG6 GAC ACT TCA G6G TAC TAG CAG 

CGG AIG TTG GTG GH CTC CTT CAG GCT AAC AGA 

entspricht, wobei gegebenenfalls XXX fOr GAA Oder QAC steht und/oder nach dem letzten AGA ein Stop- 
Codon steht und degenerierte Formen dieser DNA 

5. DNA nach Anspruch 1. dadurch gekenn^eichnet daB sie dar Formel 

GAC CCT GAT GCT 

GGA AIT GAI GAA GCT CAA GIT GAA CAA GAI GCT CAG GCI TTA ITT 
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« 

CAG GCT GGA 6M CTT AAA T66 666 ACA GAT GAA GAA AA6 TTZ ATC 
ACC ATC TTT GGA ACA CCA A6T GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG TAG AT6 ACT ATA TCA GGA TTT CAA AR CAG 6AA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT 6GC AAT HA GAG CAA CTA CTC CTT GCT 6TT 
GTG AAA TCT ATT CGA ACT ATA CCT 6CC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT &T6 AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
AGA GTC ATG 6TT TCC AGG ACT GAG ATT GAT CT6 TTT AAC ATC AGG 
AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 
AAG G6A GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CT6 CT6 CTC 

T6T GGA GAA GAT GAC TAA 

entspricht, wobei gegebenenfalls vor dem ersten GAC ein Initiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

6. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formel 

ATG GCC TGG T6G AAA GCC T6G ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 

AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 

TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 

GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 

AAG TCC TTC AAG GCT CAG HC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
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AA6 TCI GAG CTC AGT GGC A&6 TTT GAG AGG CIC AIX GTG GCC CIX 
AIG TAT CCG CCA TAG AGA TAG GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC AIC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT C6G ACC AAG AAC CAG CTG C6G GAG ATA ATG AAG 6C6 TAT 
GAG GAA GAC TAT G66 TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAG CTG GAG AGG ATC CTG GTG IGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG 

entspricht, wobei gegebenenfaHs nach dem Istzten AGQ ein Stopcodon steht und degenerierte Fbrm^n 
dieser ONA. 

7. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi sie der Formal 

6AI GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GC6 GCA GGC GAG AAG ATT CGT 6GG 
ACT GAT GAG ATG AAA nC ATC ACC ATC CTG TGC AC6 C6C AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG ITT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CIC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
AGC TAG TTT GCA GAG AGA CTC TAG TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
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AIT 6AC TTA AAl CTT AIC AAA TGI CAC TIC AA6 AA6 AI6 lAC 6GC 



AAG ACC CIC AGO AGC AI6 AIC AI6 6AA 6AC AGO AGC GGC GAG TAG 



AAG AAG GGC GIG GTG AGG GTG 6TG GGC A6G GAG GCC T6A 

entspricht. wobei gegebenfalls vor dem ersten GAT ein (nitiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser ONA. 

8. DNA nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi in den Abschnltt. der fQr die 
Unker-Sequenz zwischen der zwelten und dritten Repeat-Staiktur kodiert, ein Oligonukleotid eingefOgt wird. 
das fQr eine Erkennungssequenz einer spezifischen Protease kodiert. 

9. DNA nach einem der AnsprOche 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet, dafi das fQr Arginin (VAC* 
a) bzw. +167 (VAC-iS) kodierende Triplett ersetzt wird durch ein Codon. das fOr eine Aminos§ure kodiert. 
die nicht von Trypsin ais bevorzugte Spattstelle erkannt wird, t)eispielsweise fOr Histidin. 

10. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet daO die fQr Lysin und/oder 
Arginin kodierenden Tripletts gezielt ersetzt werden durch Tripletts, die fQr Histidin kodieren. 

11. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 3 und 5 bis 10. dadurch gekennzeichnet, dad das oder 
gegebenenfalls die fOr Cystein kodierenden Triptetts ersetzt wird/wrerden durch fQr Serin Oder Valln 
kodierende Tripletts. 

12. DNA nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl sie fQr ein Polypeptid/Protein mit Repeat- 
Bereichen kodiert 

13. DNA nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daO sur fQr eine der Repeat-Bereiche kodiert. 

14. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet dad die fQr die vollstshdigen 
Repeats kodierenden Bereiche umgeordnet sind. 

15. DNA nach einem der AnsrpQche 1-14, dadurch gekennzeichnet dafi die fQr die 17 AminosSuren der 
konservierten Region kodierenden Bereiche modifiztert sind. 

16. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet daB die fUr die 17 Aminosauren 
der konservierten Region kodierenden Bereiche vollstSndig oder teiiweise ersetzt werden 

a. bei den VAC-Proteinen durch Bereiche. die die entsprechenden AminosMuren bei den Upocortinen 
kodieren. 

b. bei VAC-alfa durch Bereiche die die entsprechenden AminosMuren des VAC-beta kodieren und 

umgekehrt, 

c. bei Lipocortin t durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosiuren des Upocortins II kodieren 
und umgekehrt, 

d. bei den Upocortinen durch Bereiche. die die entsprechenden AminosMuren bei den VAC-Protelnen 
kodieren oder 

e. bei den ubrigen Polypeptiden/Proteinen durch Bereiche. die die entsprechenden Aminosauren der 
jeweils anderen Polypeptide/Proteine kodieren. 

17. DNA nach einem der AnsprQche 1 bis 17. dadurch gekennzeichnet, dafi die Bereiche, die fQr das N- 
tennninale Peptid kodieren ausgetauscht werden durch Oligonukleotide. die fQr das N-terminate Peptid eines 
der anderen. eine Repeat-Struktur aufweisenden Proteine kodiert. 

18. DNA nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekennzeichnet dai3 dem N-tenminaien 
5'*Ende eine fQr den jeweiligen Wirt homologe Signalsequenz vorangestellt ist. 

19. DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet da/3 die Signalsequenz am 3*- 
Ende eine spezifische Erkennungs*Spaltstelle fQr eine Protease kodiert. 

20. DNA nach einem der AnsprOche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet daB dem N-terminalen 5 -Ende 
eine fQr einen Fusionsproteinanteil kodierende Sequenz vorangestellt ist 

21. DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet dafi die fQr den Fustonsprotei* 
nanteil kodierende DNA am 3'-Ende eine spezifische Erkennungs-Spaltstelie fQr eine Protease kodiert. 

22. DNA, dadurch gekennzeichnet. da6 sie ein AKel zu einer der in der vorhergehenden AnsprUchen be* 
schriebenen DNA darstellt 

23. DNA, dadurch gekennzeichnet dai3 sie eine degenerative Form einer der in den vorhergehenden 
AnsprQchen beschriet>enen DNA darstellt oder daB sie aus Komblnatlonen verschiedener vollstMndiger • 
Oder Teii-Sequenzen einer der vorhergehenden AnsprQche besteht kodierend fQr Hybridproteine im 
wesentlichen m.it vascular-antikoagulierenden Egenschaften. 
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24. DNA. dadurch gekennzelchnet, dafl sie mit einem der ONA-MolekQIe nach einem der AnsprUche 1 
bis 23 unter Bedingungen hybridisieren. die eine Homologie grofier als 85%, vorzugsweise groBer als 90% 
erkennen lassen. wobei die DMA aus natOrtichen. synthetischen oder halbsynthetischen Ursprungs sein 
kann und mit den DNA-MolekQIen nach einem der AnsprOche 1 bis 23 durch Mutation. Nukleotid- 

5 Substitutionen. Nukleotid- Deletionen. Nukleotid-insertionen und Nukleotid- Inversionen verwandt sein kann 
und fur ein Poiypeptid/ Protein mit Im wesentliclien den biologischen Bgenschaften der vascular-antigoagu- 
iierenden Proteine kodiert. 

25. DNA nacli einem der vortiergehenden AnsprQclie, dadurch gekennzelchnet dai3 sie in einen Vektor 
eingefUgt ist. 

70 26. DNA nach Anspruch 25. dadurch gekennzelchnet dai) die DNA nach einem der vorhergehenden 

AnsprOche in einem Vektor in funktksneller Verbindung mit einer Expressionskontrollsequenz verknOpft ist, 

In Mikroorgantsmen und SSugetierzelten replizierbar. 

27. DIVIA nach einem der AnsprOche 25 oder 26. dadurch gekennzeichnet dafl der Vektor ein Plasmid 

ist, repiizierbar in Prokaryoten. 
;5 28. DNA nach einem der AnsprOche 25 oder 26. dadurch gekennzeichnet dafi der Vektor ein Plasmkj 

ist, repiizierbar in Eukaryoten. 

29. DNA nach einem der AnsprOche 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet dafi sie in Siugetierzellen 
repiizierbar ist. 

30. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet dafi er mit einer DNA nach einem der AnsprOche 25 bis 
20 29 transfbrmiert ist. 

31. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet. dafi er ein Prokaryot vorzugsweise 
Exoli ist. 

32. Wirtsorganismus nach Anspmch 30, dadurch gekennzeichnet daB er ein Eukaryot ist 

33. Wirtsorganismus nach Anspmch 30, dadurch gekennzeichnet da0 er eine Saugetierzetlinie ist 

25 34. Verfahren zur Herstellung von DNA-Motekulen die fur Polypeptide/Proteine im wesentlichen mit den 
Bgenschaften der vascular antikoagulierencfen Proteine kodieren, dadurch gekennzeichnet da0 man aus 
einer genomischen DNA-BibPiothek das fur dieses Poiypeptid kodierende Gen isoliert oder aus der zu 
diesem Gen gehdrenden mRNA eine komplementare fOr dieses Poiypeptid kodierende DNA mit HWie des 
Enzyms Revese TransMptase herstellt oder 6bB die fOr dieses Poiypeptid kodierende DNA mit Hilfe chemi- 

30 sch und/oder enzymatischer Verfahren hergestelit wird. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch. dadurch gekennzeichnet da6 die DNA einer der in 
den Anspruchen 1 bis 23 besciinebenen entspricht 

36. Verfahren zur Herstellung einer DNA nach einem der AnsprOche 25 bis 29. dadurch gekennzeich- 
net dafi man in eine mit Htlfe von Restrlktionsendonukieasen geschnittene Vektor-DNA eine mit entspre- 

35 chenden Enden versehene DNA einfugt. die fOr ein Polypetid im wesentlichen mHt den Bgenschaften der 
vaskularantikoagullerenden Proteine kodiert. 

37. Verfahren zur Herstellung einer DNA nach etnem der AnsprOche 26 bis 29, dadurch gekennzeich- 
net dafi man in eine mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA. die Expressionskontrolise- 
quenzen enthMit, eine mit entsprechenden Enden versehen DNA. die fOr eine Poiypeptid mit im wesentH* 

40 Chen den Bgenschaften von vaskular-antikoagulierenden Proteinen kodiert, so einfOgt, dafi die Bcpresslons- 
kontrolisequenzen die eIngefOgte DNA reguliert. 

38. Verfahren zur Herstellung transformlerter Wirtsorganismen nach einem der AnsprOche 30 bis 33. 
dadurch gekennzeichnet dafi man den Wirtsorganismus mit einem der Vektoren nach einem der AnsprOche 
25 bis 29 transformiert. 

45 39. Poiypeptid. im wesentlichen mit den Bgenschaften der vascular-antikoagulierenden Proteine. 

40. Poiypeptid nach Anspmch 39, dadurcii gekennzeichnet, dafi es von einer DNA gemafi einem der 
AnsprOche 1 bis 23 kodiert wird. 

41. Poiypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet dafi es der Fomei 

so 
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15 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg 61y Ibr Val Ihr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XZ Ihr Leu Arg Lys Ala Hat Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Ibr Asp Glu Glu Ser lie Leu Ihr Leu Leu Ibr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asa Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Ihr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp. Leu Lys Ser Glu Leu Ihr Gly 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Net Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

lyr Asp Ala lyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Ihr 

110 115 120 

Asa Glu Lys Val Leu Ibr Glu He lie Ala Ser Arg Ihr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala lie Lys Gin Val lyr Glu Glu Glu lyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Ihr Ser Gly lyr lyr Gin 



155 160 165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asa Arg Asp Pro Asp Ala 
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c 

170 175 180 

61y lie Asp Glu Ala Gla Val Gltt Gin Asp Ala Gin AU lau Pbe 

185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Ilir Asp Glu Glu Lys Phe lie 

200 205 210 

Ihr lie Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 

215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin lie Glu Glu Thr He 

230 235 240 

Asp Arg Glu Ihr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

245 250 255 

Val Lys Ser lie Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Ihr Leu 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Ihr Leu He 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 

290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Ihr Ser Leu lyr Ser Met He 

305 310 315 

Lys Gly Asp Ihr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

entspricht, wobei XX far Glu Oder Asp steht und gegebenenfalls an Position 1 das IVIethionin abgespalten ist 
und das Alanin an Position 2 gegebenenfalis blocldert ist und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
durch beispielsweise intermoleltulare OisulfidbrUcl<en zwisclien den Cysteinen an Position 316 vorliegen. 
42. Polypeptid nach Anspruch 39, daduich gekennzeiciinet daS es der Formel 
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15 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp He Glu Gin filu Gly Val Xhr Val 

20 23 30 

Lys Ser Ser Ser His Pbe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 

35 40 45 

lyr Lys Ala Net Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 

80 85 90' 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

no 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 



125 130. 135 

Ala Ser Arg Thr lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
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140 145 150 

6Iu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 165 

Ihr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg lie Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 

170 175 180 

Ser Arg Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

200 205 210 

Tbr Asp Glu Het Lys Phe He Thr He Uu Cys Tbr Arg Ser Ala 

215 220 225 

Thr His Leu Uu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

230 235 240 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 



275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 

290 295 300 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 

305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
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15 



320 325 
Lys ksn Ala leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 

^ entspricht. wobei gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespaiten ist und das Alanin an Position 2 
gegebenenfalls blociciert ist und/oder wobei gegebenenfalls intramolekulare DisulfidbrUcicen zwischen den 
Cysteinen an den Positionen 161 und/oder 206 und/oder 250 und/oder 293 und/oder Aggregatlonen durch 
Intermotekulare Olsulfidbraclcen zwischen den genannten Positionen vorliegen. 
43. Polypeptid nach Anspruch 39. dadiircii gekennzeichnet daa es der Formet 

1 5 .10 "15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp 61u Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

30 65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Net Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
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110 119 120 

Asn Glu Lys Val Leu Ihr Glu lie lie Ala Ser Arg Ihr Pro 61u 

5 

12} 130 139 

Glu Leu Ars Ala lie Ljs Gin Val Tyr Glu Glu Glu Xyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Tbr Ser Gly Tyr Tyr Gin 

IS 155 160 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg 

entspricht, wobel XX fUr Glu Oder Asp steht und gegefaenenfalls an Position 1 das Methlonfn abgespaflen ist 
^ und das Alanin an Position 2 gegebenenfalls bioctdert is und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
vorltegen. 

44. Pofypeptld nach Anspruch 39. dadurch gekennzelchnet, daS es der Formel 

25 5 

X Asp Pro Asp Ala 



30 



35 



40 



10 15 20 

Gly He Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 

25 30 35 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Irp Gly Ihr Asp Glu Glu Lys Phe lie 

40 45 50 

Thr He Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 



55 60 65 

45 Asp Lys Tyr Ifet Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 



50 



65 
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« 

70 75 80 

Asp Arg Glu Thr Ser 61y Asa Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

85 90 95 

Val Lys Ser lie Arg Ser lie Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 

100 105 110 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 

115 120 • 125 

Arg Val Het Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 

130 135 140 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Net He. 

145 150 155 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

160 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

entspricht, wobei X fDr Methionin oder Wasserstoff steht und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
durch beispielsweise intermolekulare DisulfidbrQcken zwischen den Cysteinen an Position 156 vorliegen. 
45. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzelchnet, dafl es der Fonnel 

15 10 15 

[fet Ala Trp Trp Lys Ala Trp He Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 
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35 40 45 

Tyr Lys Ala Net Lys Gly lie Gly Tbr Asn Glu Gin Ala He He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Ars Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Pbe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Ihr Leu 

^5 80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 



10 



20 



25 



46 



95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 

140 145 150 

3^ Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 155 

^ Ihr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 



Ser Arg 



entspricht wobel gegebenenfalls an Position 1 das Methlonin abgespalten ist und das Alanin an Position 2 
gegebenenfails blockiert is und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen durch beispielsweise intermoletai- 
lare DisulfidbrQcken zwischen den Cysteinen an Position 161 vorliegen. 
50 46. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet. dad es der Formel 



55 



82 



EP 0 293 567 A1 



9 10 
X Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala leu 

15 20 25 

Gin Asp Ala 61a Asp Leu lyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

30 35 40 

Ihr Asp Glu Met Lys Phe He Thr He Leu Cys Ihr Arg Ser Ala 

45 50 55 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

60 65 70 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

75 80 85 

Glu Glu Ala Net Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

90 95 100 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

105 110 115 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 

120 125 130 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 

135 140 145 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 

150 155 160 

Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 

entspricht. wobei X fur Methionin Oder Wasserstoff steht und/odsr wobei gegebenenfalls intramolekulare 
DisulfidbrOcken zwischen den Cysteinen an den Positionen 40 und/oder 84 und/oder 127 und/oder 
Aggregationen durch intermolekulare OisulfldbrUcken zwischen den genannten Positionen vorliegen. 

47. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche, vdllig frei von homologen Polypeptiden. 

48. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekennzeichnet daB es ein 
Leader-Peptid enthalt. 

49. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, 
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adafl es einen Fusionsproteinanteil enthalt und/oder 

b. dafl es aus Teflbereichen der Polypeptide nach einem der vorhergehenden AnsprOcho besteht 
(Hybridproteine) und/oder 

c. dafl es als Dimeres. Trimeres. Tetrameres Oder Multimeres vorliegt 

5 50. Verfahren zur Hersteilung von Polypeptiden im wesentfichen mit den Bgenschaften der vascular- 
antikoagulierenden Proteine. dadurch gekennzelchnet dafl 

a ein geeigneter Wirtsorganismus mit genetischen Informatlonen. kodierend fQr ein VAC-Protein 

transformiert 

b, die Information zur Produktion des VAC-Proteins im Wirtsorganismus exprimiert und 
10 c. das VAC-ProteIn isoiiert wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50. dadurchs gekennzeichnet, dafl der Wirtsorganismus gemSfl den 
AnsprOchen 30 bis 33 definiert ist 

52. Verfahren nach Anspruch 50 Oder 51. dadurch gekennzeichnet. da6 die genetischen Infbrmationen 
in den DNA-IVIolekQlen gemSfl eInem der Anspruche 1 bis 29 enthaiten sind. 

T5 53. Verfahren nach einem der Anspruche 50 bis 52, dadurch gekennzeichnet. da6 das VAC-ProteIn 
gemSB einem der AnsprUche 39 bis 49 definiert ist. 

54. Polypeptid hersteilbar nach einem der AnsprOche 50 bis 53. 

55. Pharmazeutisch tolerierbare Saize der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54. 

56. Venivendung der Polypeptide nach einem der AnsprUche 39 bis 49 Oder 54 zur therapeutischen 
20 Oder prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

57. Venwendung der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 zur Herstellwig 
pharmazeutischer PrSparate. 

.58. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 als blu^erlnnungshem- 

mende Mittel. 

25 59. Venyendung der Polypeptide nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 als antiinflammatorische 
IVIittel. 

60. Venwendung der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 als antirheumatlsches 
Mittel. 

61. Venwendung der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 in den fOr die 
30 Upocortine geitenden Indikationen. 

62. Venwendung der Pdypeptide/Proteine. die Repeat-Berefche aufweisen als blutgerinnung^hemmende 

Mittel. 

63. Venwendung der Polypeptide/Proteine. die Repeat-Bereiche aufweisen als Thrombin-lnhibierendes 
Mittel. 

36- 64, Venwendung der Polypeptide/Proteine. die Repeat-Bereiche aufweisen als antiinflammatorische 
Mittel. 

65. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen als antirheumatisches Mittel. 

68. Venfvendung der Upocortine als blutgerinnungshemmende Mittel. 
67. Venivendung der Upocortine als Thrombin-inhibierende Mittel. 

40 ea Venvendung der Upocortine in den fur die Proteine naclr einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 
geitenden Indikationen. 

69. Venftrendung der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 als Thrombin- 
inhibierende Mittel. 

70. Mittel zur therapeutischen Behandlung, dadurch gekennzeichnet. dafi es neben phanmazeutisch 
45 inerten Tragerstoffen eine wirksame Menge eines Polypeptides nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 

54 enthalt 

71. Hybrid-Zellinie, dadurch gekennzeichnet. dafl sie monoklonale AntikSrper gegen eines der Poiypep- 
tde nach einem der AnsprOche 39 bis 49 Oder 54 sezemiert 

72. Monoklonale Antikorper dadurch gekennzeichnet dafi sie spezifisch die Wirkung der Polypeptide 
50 nach einem der AnsprUche 39 bis 49 Oder 54 ganz oder teiiweise neutralisieren oder spezifisch an eines 

der besagten Polypeptide binden. 

73. Vewendung der monoklonaien Antikorper nach Anspruch 73 zur quaiitativen und/oder quantitatlven 
Bestimmung eines der Polypeptide nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 

74. Venwendung der monokionalen Antikdrper nach Anspruch 73 zur Reinigung eines der Polypeptide 
55 nach einem der AnsprUche 39 bis 49 Oder 54 

75. Test Kit zur Bestimmung von Polypeptiden nach einem der AnsprOche 39 bis 49 oder 54 dadurch 
gekennzeichnet dafi er monoklonale Antikdrper nach Anspruch 73 enthStt. 
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76. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpem nach Anspruch 73 dadurch gekennzelch- 
net, dai3 Wirtstiere mit einem der Polypeptide nach einem der Ansprtiche 39 bis 49 Oder 54 immunisiert, B- 
Lymphozyten dieser Wirtsiere mit Myelomzellen fusioniert, die die monoklonalen Antikdrper aus* 
scheidenden Hybrid-Zellinien subklonlert und in vft[0 Oder in vivo ktltlviert werden. 
5 77. Phannazeutisch toierlerbare Addukte und kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 
einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54 mit einem inerten TrMger. zur therapeutfschen Oder prophylakti- 
schen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers. 

78. Pharmazeutisch tolerierbare Addukte Oder kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 
einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 mit zum Beispiel Polyethylengiykol. zur therapeutischen Oder 

70 prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

79. Venfvendung der Polypeptide nach einem der AnsprUche 39 bis 49 oder 54 als blutkonservierende 
Mittel. 
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Tryptic peptides 



P5 


H A L K 
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6ETS6DYK 






pii/r 
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Tryptic peptide P16/II 

V?LYDAYELK 
5- ...UGGCUNUAUGAUGCNUAUGAA... 3' mRNA 
C C C G 

UUA 
G 



3' ACCGAAATACTACGAATACT 5' 
G G G G G 

C c 
T T 

3* ACCAACATACTACGAATACT 5' 
T G G G G 
C 
T 



EBI - 387 



EBI - 388 



Staph.A the tryptic peptide P20/I) 

DOVVGOTSGTYB 
5' ...GAUGAUGUMGUNGGNGAUACM... 3' mRNA 
C C c 

3- CTACTACAACAACCACTATG 5* 

G G G G G G EBI - 386 

C C C 
T T T 



Fl G. 1. 



EP0293SS7A1 



Tryptic peptide P30/I 



FIG. 2. 



XIPAYLAETLYYAHK 

5' ...GAAACNCUNUACUACGCMAUGAAA... 3' mRNA 
G U U G 

UUA 
G 

3' CTCTGIIAIATIATICGITACTT 5' BBI - 118 

3' CTTTGriAlATIATICGITACTT 5' EBI - 119 
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VAC-alpha cDNA 



CCTGCnCACCTTCCCCTGACCTGAGTAGTCGCT 

1 5 10 . 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 
ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC kCT GTG ACT GAG nC COT GGA TTT 45 

20 25 ^0 

ASP Glu Are Ala Asp Ala Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 
GAT GAG CG6 GCT GAT GCA GAA ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 90 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 135 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 
AGT AAT GCT CAG GGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 180 

65 70 75 

Phe Gly Ars Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 
TTT GGC A6G GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 225 

80 85 '90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT^ CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 270 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 315 

110 . 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He He Ala Ser Arg Thr Pro Glu 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 360 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser • 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 405 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAG TAG CAG 450 
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155 160 169 

Are Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAG CCT GAT GCT 495 

170 175 180 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 540 

185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe lie 
CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 585^ 

200 205 210 

Thr He Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 
ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 630 

215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr lie 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 675 

230 235 2A0 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 720 

245 250 255 

Val Lys Ser He Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 
GTG AAA TCT ATT CgI AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He • 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 810 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu lie Asp Leu Phe Asn He Arg 
AGA CTC ATG GTT TCC AGG ACT GAG ATT GAT CTC TTT AAC ATC AGG 855 

290 295 ^00 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met lie 
AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 900 

305 310 315 

Lys Gly Asp Thr Sep Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 945 

320 

TGT GGA GAA GAT GAC TAA CCTGTCACGGGGAAGAGCTCCCTGCTGTGTGCCTG 998 
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CACCACCCCACTGCCTTCCTTCAGCACCTTTAGCTGCATTTGTATGCCAGTGCTTAACA 1057 

CATTGCCTTATTCATACTAGCATGCTCATGACCAACACATACACGTCATAGAAGAAAAT 1116 

AGTGGTGCTTCTTTCTGATCTCTAGTGGAGATCTCTTTGACTGCTGTAGTACTAAAGTG 1175 

TACTTAATGTTACTAAGTTTAATGCCTGGCCATTTTCCATTTATATATATTTTTTAAGA 1234 

GGCTAGAGTGCTTTTAGCCTTTTTTAAAAACTCCATTTATATTACATTTGTAACCATGA 1293 

TACTTTAATCAGAAGCTTAGCCTTGAAATTGTGAACTCTTGGAAATGTTATTAGTGAAG 1352 

TTCGCAACTAAACTAAACCTGTAAAATTATGATGATTGTATTCAAAAGATTAATGAAAA 1411 

ATAAACATTTCTGTCCCCCTG-polyA 1437 
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Sequenced VAC-peptides-.comparison with sequence 

BrCM 22 

K G L G T 0 

P18 

GTVTDFPGFDEB GLGTD 
MAQVLHQTVTDPPGFDEBADABTLRKAMKGLGTD 
10 20 30 



EES I LTLLTSXXMAQ 

EESII. TLLTSR QEISAAFKTLFGRDLL 
BESILTLLTSRSNAQRQEISAAFKTLFGBDLL 

40 50 60 



BrCN 15 

KPSRLYDAYELKH 
P16/II 
. W?L Y 0 A Y E L K 
P20/n H16/r P5 

DDLKSELTGKFEKLIVALMK .^f-YDAYELKH 

0 D 



LKSBLTGKFEKLIVALHKPSHLYDAYELKH 
70 80 90 



ALKGAGTMEKV^LTEII 

ALK VLTEIIASRTPEELR QVYE 

ALKGAGTNEKVLTBIIASRTPEELBAIKQVYE 

100 



110 120 130 



P29/II 

EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQAN8D 
EBYGSSLEDDVVG0TSGYYQ8MLVVLLQAMRD 
140 150 WO 

Pll/I 

V G T 0 E B K P23/I 

P25 F. 

PDAGIDEAQVXQXAQALFQA S7GTDEEKF 
PDAGIDEAQVEQDAQALFQAGBLKWGTOEEKF 

170 180 190 

I T I F G T R 

I T I F G T 

ITIFGTRSVSHLRKVFDKYMTISGFQIEETID 
200 210 220 
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230 



rc"*'G T 0 0 H T L I 8 " pjin , j 



H K G 

M K G A G T u u n . 
260 

rfo'o t s a 0 1 1"' » 

N t A - 300 
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VAC-beta cONA 



AGGCCTGCTCACTCCTCAGCTGCAGGAGCCAGACGTGTGGAGTCCCA 
GCAGAGGCCAACCTGTGTCTCTTCATCTCCGTGAGAAAGGTGCCCCCGAAGTGAAAGAG 

15 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 
ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 45 

20 25 "30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 
AAG AGC AGC TCC CAC UC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 90 

35 40 45 

Tyr Lys Ala Met. Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATG 135 

50 55 60 

ASP Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 180 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC 6GC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 225 

80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 270 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 
ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 315 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 
ATG AAG GCC TTA G6A ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 360 

125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 405 

lAO 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 450 
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155 160 If 

Z is '^c S f.l ii? S 5S S S 'ciS S 

170 175 180 

So S ice 1?^ ^ 51? S Sil '^c «o 

185 190 195 

ji? sji s 5i= sii ?i'c s ii? r=i s 

200 205 210 

Z SI? S 1^1 ^11 ii? ii? 8J IS5 IS «o 

215 220 225 

Thr HK; t eu Leu ArE Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys- He Ala Asn 
Ict cll ctS Kdl Si m GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 675 

235 240 

iiJ is ii? ^iS si iSc S is Sis ?c5 Si? SS SIS 



245 



250 255 



Sis Sis SSS TtS SS iSJ SS SS iii iSS Sii iiS SIS Sis • r« 

260 265 270 

is S SI SSi Sis is SIS iiS SI SSS ilS ilS Sii SSi SSS .10 

275 280 285 

iSS SSf Si? SSS iSS SIS iii iSi iiS iiS Si III iSI iS SiS s„ 

290 295 300 

iil SIS ii? SH iiS ili 5SI Sis ?IS iiS iiS SS SS SSS ,00 

305 310 V"^ 

w. Thr T-u ser Ser Met lie Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
iiS iSS SIS is is «S iic m SM 0»C acq »GC GGC GAC IAC 945 

ilS iiS SSS SS SIS is SIS SIS SSS is SiS SSS T=A ™ ,n 
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AAGAACAAGAGCAAAGACCATGAAGCCAGAGTCTCCAGGACTCCTCACTCAACCTCGGC 1030 
CATGGAeGCAGGTTGGGTGTGAGGGGGGTCCCAGCCTTTCGGTCTTCTATTTCCCTATT 1109 
TCCAGTGCTTTCCAGCCG6GTTTCTGACCCAGAGGTGGAACCGGCCTGGACTCCTCTTC 1168 
CCAACTTCCTCCAGGTCATTrCCCAGTGTGAGCACAATGCCAACCTTAGTGTTTCTCCA 1227 
GCCACACAGATGCCTCAGCATGAACGGCTrGGGGACTTGTGGATCATTCCrrCCTCCCT 1286 
GCAGGAGCTTCCCAAGCTGGTCACAGAGTCTCCTGGGCACAGGTTATACAGACCCCAGC 1345 
CCCATTCCCATCTACTGAAACAGGGTCTCCACAAPAGGGGCCAGGGAATATGGGTTTTT 1404 
AACAAGCGTCTTACAAAACACTTCTCTATCATGCAGCCGGAGAGCTGGCTGGGAGCCCT 1463 
TTTGTTTTAGAACACACATCCTTCAGCAGCTGAGAAATGAACACGAATCCATCCCAACC 1522 
GAGATGCCATTAACATTCATCTAAA AATGTTA6GCTCTAAATGGACGAAAAATTCTCTC 1581 
GCCATCTTAATAACAAAATAAACTACAAATTCCTGACCCAAGGACACTGTGTTATAAGA 1640 
GGCGTGGGCTCCCCTGGTGGCTGACCAGGTCAGCTGCCCTGGCCTTGCACCCCTCTGCA 1699 
TGCAGCACAGAAGGGTGTGACCATGCCCTCAGCACCACTCTTGTCCCCACTGAACGGCA 1758 
ACTGAGACTGGGTACCTGGAGATTCTGAAGTGCCTTTGCTGTGGTTTTCAAAATAATAA 18 17 
AGATrTGTATTCAACTC-polyA ^834 
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Amino acid composition 



Ala 

Cys 

Asp 

Asn 

GIu 

Gin 

Phe 

Gly 

His 

He 

Lys 

Leu 

Met 

Pro 

Arg 

Ser 

ThP 

Val 

Trp 

Tyr 



VAC- 




20 


t ft 1 € \ 


1 


{ 0»3%) 


25 


{ 7,8%) 
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( 1.9*) 


29 


( 9.10 


12 


( 3.8%) 


13 


( 4.1%) 


22 


( 6.9%) 
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( 0,9%) 


18 


( 5,6%) 
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( 6.9%) 
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(11. 9<) 
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( 2.5«) 
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{ 1.6%) 


19 


( 5.9%) 
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( 6.6%) 


23 


( r.2%) 


16 


( 5.0%) 
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( 0.3%) 
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( 3.8%) 



VAC -beta 

25 ( 7,7%) 

^ { 1.20 

20 ( 6.1%) 

9 ( 2.8%) 

29 ( 8,9«) 

12 { 3.7%) 
9 ( 2.8%) 

20 • ( 6.1%) 
6 ( 1.8%) 

23 ( 7,0%) 

27 ( 8.3%) 

33 (10.1%) 

11 ( 3.4%) 

6 ( 1.8%) 

15 { 4.60 

27 ( 8.3%) 

21 ( 6.4%) 

13 ( 4.0%) 
3 ( 0,9%) 

14 ( 4.3%) 



MW s 35896 MW » 36837 

charged: 98 (30.6%) 97 (29.6%) 
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FIG. 10. 
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Comparison of VAC-alpha and beta cDNA 

ATGGCACAGGTTCTCAGAGGCACTGTGACTGACTTCCCTGGA 42 

VB ATGGCCTGGTGGAAAGCCTG.ATTG.ACAGGAGG.T.T. . .A. . . .AGAG.AG.T.CCAC 60 

VA TTTGATGAGCGGGCTGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGAT 102 

VB ..CA.CCCAGACC G. .0. .CTAC. -A. .C G. .GA.C. .G. .CA.C 120 

VA GAGGAGAGCATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCA6GAAATCTCT 162 
VB 



. . .C. .GCT. . .A.CGA.G. .CO. .CAAGA. . . .C. .CA.G G. . .C.G. . .G.C 180 



VA GCAGCTTTTAAGACTCTGTrTGGCAGGGATCTTCTGGATGACCTGAAAtCAGAACTAACT 222 

VB AAGT.C..C...G...A...C....A...C..CACT..G,C.T....G..T..G..C.G. 240 

VA GGAAAATTTGAAAAATTAATTGTGGCTCTGATGAAACCCTCTCGGCrrrATGATGCTTAT 282 

VB .:c..G G.GGC.C C. .T. . .T.T. .GC.ATACAGA. .C. .A. .CA.G 300 

VA GAACTGAAACATGCCTTGAAGGGAGCTGGAACAAATCAAmGTACTGAaGAAATTm 342 
VB 



.G. . .C.TG.C. . .A CTTA C. .G. .GGGT. .CA.C.TT. .G. .CC.G 360 



VA GCTTCAAGGACACCTGAAGAACTGAGAGCCATCAAACAAGrrTATGAAGAAGAATATGGC 402 
VB ..C..TC....CAAGA.CC.6...C.G.AG..A.TGA.G.CG 6 C G 420 

VA TCAAGCCTGGAAGATGACGTGGTGGGGGACACnCAGGGTACTACCAGCGGATGTTGGTG 462 



'c G. .G...A.CCAA.CA AAGT. .C. , .CTGG. .A CC 480 



VA GTTCTCCTTCAGGCTAACAGAGACCCTGATGCTGGAAnGATGAAGCTCAAGTTGAACAA 522 

VB TGC G. . . .GC.G. . .G. .TGA. .TGAGCA.CT. . .TG. .CCCGGC.C.G.CC.TC 540 

VA GATGCTCAG(:CTTTArrrCAGGCTGGAGAACTTAAATGGGGGACAGATGAAGAAAAGTTT 582 

VB C.A.ACGCACAGGATC.GT.T..G.C..GCGAG..GATTC.TGGGAC...T..G.T.AAA 600 

VA ATCACCATCTTTGGAACACGAAGTGTGTCTCATTTGAG...AAAGGTGTTTGACAAGTAC 639 

VB T...T..C.A.CCTGTGCACGC.CAGTG.CAC.CACCTGCTG.GA AG....T 660 
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VA ATGACTATATCAGGAmCMAmAGGAiUlCCAITGACCGCGAGACTTCTGGC|j^^ 699 

VB GA..AA..TG.CAACAAGAGC C.G. . .CA.GA.T CCA. . . .TCAC.G 720 

VA GAGCAACTACTCCnGCTGrrGTGAAATCTAnCGAAGTATACCTW^^ "9 

VB ...G.GGCCA.G..CA....G GC.CC.A. .ACC.C.ACAG. . . .1 

VA ACCCTCTAmTGCTATGAAGGGAGCTGGGACAGATGATCmCCCTCATCAGAGTCATG 819 

.GA C CC A GCG....GGG G. .A. . .AA. . .C 840 

VA GmCCAGGAGTGAGATTGATCTGmAACATCAGGAAGGAGTTTAGGAAGAATTO 879 

J5 A C CT.AAA.CTr....AATGTC.C..C.A TG.AC.G. 900 

VA ACCTCTCTTTATTCCATGATTAAGGGAGATACATCTGGGGACTATAAGAAAGCTCTTCTG 939 

.VB .AGA.C..CAGCAG C.T. .A. . .C. .CAGC. .C C C..C..G,.. 9og 

960 

VA CTGCTCTGTGGAGAAGATGAC Ig, 
VB AGC . .GGTG . .CAGC. .CCC. 
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BECKHAN AHINOS&UREANALYSB 
01. Februar 1988 



Pcobe: 
Lauf nummec : 
Protein: 

Chconiatogranua vom: 



3vacb 

22 

VAC "beta" 
21.04.88 3:17:38 



Fig. 43a 



Injiziectes Volumen: 50 wl 

Standacdwecte: Dutchschnittswecte von Lauf 22 



Name 



ASP 

THR 

SER 

CLU 

PRO 

6LY 

ALA 

CVS 

VAL 

MET 

ILE 

LEU 

TYR 

PHE 

HIS 

LYS 

NH3 

ARC 

Name 

ASP 
THR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
AlA 
CYS 
VAL 
MET 
ILE 
LEU 
lYR 
PHE 
HIS 
LYS 

ARC 



1ST 



U.07 

11. 15 

12. 31 
19.97 
5.38 

11. 9t 
12.19 
2.22 
5.86 
(..61 
9.79 
15.69 
8.55 

2.75 
12 .56 

IB.W 
7.23 

Soil 

29 
21 

li 

13 

IS 

33 
U 

9 

6 

27 
0 

15 



AS - Sollwert: 



SOLL 



29 
21 
27 
CI 
6 

20 
25 

13 
10 
23 
33 
U 
. 9 
6 
27 



korr.IST 

29.23 
23.16 
25. 6t 

11.17 
2(,.81 
25.31 

(,.61 
12.17 

9.57 
20.33 
32.59 
13.60 

9.13 

5.72 
26.09 
36.29 
15.01 



rel 1ST 

(I) 

29.59 
23. t5 
25.96 
U.99 
11.31 
25.12 
25.63 

^.66 
12.32 

9.69 
20.58 
33.00 
13.77 

9.25 

5.79 
26.42 
38.77 
15.20 

ger.IST 

29 
23 

II 

25 
25 
5 

12 
10 
20 
33 
U 

9 

6 

26 

■? 



+ 

+ 
+ 



rel 1ST 
(11) 

6.35 
5.03 
5.57 
9.01 
2.t3 
5. 39 
5.50 
1.00 
2. 6t 
2.08 
t.U 
7.08 
2.95 
1.98 
1.21^ 
5.66 
8.31 
3.26 

ABui 

0.225 

2.159 

1.361 

0.178 

5.17t 

(,.806 

0.315 

0.606 

0.62B 

0.C26 

2.674 

0.106 

0.401 

0.132 

0.285 

0.908 

0.000 

O.OU 



rel SOLL 



7.25 
5.25 
6.75 
10.25 
1.50 
5.00 
6. 25 
1 .00 
3 .25 
2.50 
5. 75 
8.25 
3.50 
2.25 
1.50 
5.75 
0.00 
3.75 

ABW (%) 

0.777 

'Ul\ 

1.167 
86.238 
24.032 • 

1.260 
15. 150 

6.366 

4.256 
11. 626 

1. 229 

2.862 

1.472 

4.748 

3.363 

0.000 

0.093 



AS - istwect: 
Gesamt abwe i Chung : 
Durchschnittliche Pcoteinmenge: 
ALA/LEU-Pcoteinmenge : 



323 I Neu einB8r£ie.w / uo-^y filed 

21.20 AS / 6. Si 
0,510 nanoHol 
0,462 naaoMol 
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FIG.iSb. 



3v a c b 

Acquisition method 

Uni^ts 

Channel 

Injection 

Run time 

Injection volume 

Internal standard amt 

Mode 

Version 

Description 



1/21/88 

n inrept 

None 

1 

-1 

60.00 min 
-1 ;iL 
1.00 

Analysis 
REV C O 



9 : 17 : 36 

Quantitation method ninrept 

System number 2 

Vial -1 

Total injections -1 

Sample rate 2 oer sec 

Sample amount l.uO 

Scale factor 1.00 

Response factors Replace 

Channel to calibrate 1 



250.000 



122.500 



-5.000 



10 



Peak Name Ret time 



"T r J 1 T" 

15 20 25 30 35 

Minutes 

Area Height Type 



To Is 50 ST 



Amount 



RF 



ASP 
THR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
VAL 
MET 
ILE 

IIS 
.YS 
NH3 
ARC 



7. 87 
9.13 
9.57 
12.20 
13.73 
16.80 
18.27 
19.60 
20.13 
20.93 
22.17 
23.07 
2LM 



26. 

39, 



12.73 
C6.93 
51.87 



129^9108 
905U15 
13162093 
2159U86 
1915825 
125168C9 
11691803 
1605991 
5326578 
C866785 
9170982 
1 6271567 

619071 
^00132 

1^208683 
13233695 
6(.55633 



589326 
35918 9 
508590 
581113 

3§„5363 
288180 
12C559 
UC585 
296576 
CR630 
68735 

CK891 
155589 



** 
*« 
** 
*« 

SB 
BB 
SB 
BB 
BB 
BB 



10.797 1. 
7.982 1. 
9.327 1. 

15.972 1. 
C.C69 4, 
9.017 1. 
9.W1 1. 
0.86C. 1. 
(..U5 1 
3.t98 1 
7.277 1 

11. BU 1 
C.9 6 1 
3.306 1 
2.1 1 1 
9.5^6 1 

10.856 1 
5.202 1 



1993e^06 
13C(.e^06 
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3520e*06 
2872e*05 
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Fig. 44 
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ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG (PAGIF) 

pH - Bereich: 3.5-9.5 
Platten-Fabrikat : LKB-PA6plate 

Elektrodenlosungen: Anode 1 M PhosphorsSure 

Kathode 1 M Natronlauge 

Laufzeit: PrSfokussierung 500 Vh 

Fokussierung 3000 Vh 
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VAC B-4 : I. Hauptbande pi 5.35 
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Fig. 48 
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Fig. 49 
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